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ABSTRACT 
 
 
Background 
 
Well-differentiated thyroid carcinoma includes two subtypes: papillary carcinoma (PTC) and 
follicular carcinoma (FTC).  Both subtypes are characterised by the presence of early 
mutations in genes involved in the RET/RAS/BRAF/MAPK signalling cascade. However, the 
molecular events which determine the histology and aetiology of each tumour class are still 
unknown. In addition, FTC can occur from a pre-existing follicular adenoma (FA), and it has 
been described that both pathologies share cytological and molecular features. This fact 
makes it difficult to distinguish between them preoperatively in the clinical setting. On the 
other hand, anaplastic thyroid carcinoma (ATC) is an undifferentiated neoplasia that 
commonly arises from dedifferentiation of previous well-differentiated carcinoma. ATC is one 
of the most aggressive solid malignancies, with a median survival of 4 to 12 months from the 
time of diagnosis. Despite new treatment strategies, this tumour still has a fatal outcome and 
requires innovative approaches leading to effective therapies. Thus, improved knowledge of 
the molecular basis of each thyroid tumour type could resolve these clinical problems and 
improve patient management and prognosis. 
 
Aims  
 
To identify molecular events involved in thyroid carcinogenesis and dedifferentiation and to 
determine the gene expression changes specifically associated with the early mutation type 
of thyroid tumours and the different histological subtypes. As a secondary objective, this 
work aimed to identify an expression profile related to poor prognosis. 
 
Samples and Methods 
 
57 thyroid tumours (7 anaplastic, 6 poorly-differentiated, 7 FTC, 24 PTC, 13 FA) and 3 
normal tissue samples were firstly characterized for the presence of some of the early 
mutations related to thyroid tumourogenesis (RAS, BRAF, RET rearrangement or 
PAX8/PPARgamma translocation). They were then hybridized using the CNIO cDNA 
microarray (Oncochip 12K) platform. The expression profile data were analyzed with GEPAS 
software and additional bioinformatic tools according as required. 
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Results and Conclusions 
 
A profile of 38 genes exhibited expression differences between FTC, FA and normal tissue 
(N). These genes are potentially involved in the transition from FA to FTC. One of these 
genes was PTEN, which has previously been related to FTC. It presented a significant 
under-expression for FTC and FA versus N, with the reduction of PTEN expression level 
being more severe in FTC than in FA. On the other hand, we detected specific gene 
regulation changes for each early mutation present in our series, and interestingly, a 
significant functional connection was identified within the specifically under-expressed gene 
set in NRAS positive tumours. In addition, a comparison of transcriptome between 
dedifferentiated and well-differentiated thyroid tumors identified 1,031 genes with >2-fold 
difference in absolute values and false discovery rate of <0.15. According to known 
molecular interaction and reaction networks, the products of these genes were mainly 
clustered in the MAPkinase signaling pathway, the TGF-β signaling pathway, focal adhesion 
and cell motility, activation of actin polymerization and cell cycle. An exhaustive search in 
several databases allowed us to identify various members of the matrix metalloproteinase, 
melanoma antigen A and collagen gene families within the up-regulated gene set. We also 
identified a prognosis classifier comprising just 30 transcripts with an overall accuracy of 
95%. These findings may shed light on the molecular mechanisms involved in thyroid tumor 
processes, progression and dedifferentiation, and provide a potential predictor of prognosis 
as well as targets for new therapies. 
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1.1 Tiroides. Anatomía e Histología. Conceptos Generales.  
 
El tiroides es una glándula endocrina situada en la parte anterior del cuello. Está formado 
por dos lóbulos unidos por una porción estrecha de tejido denominado istmo, que le da una 
forma de escudo (thyreos, escudo; eidos, forma) (Diéguez et al., 2007). Dichos lóbulos 
presentan una gran vascularización y una abundante red de vasos linfáticos cuya 
disposición favorece la distribución de las hormonas tiroideas a todo el organismo.  
 
Desde el punto de vista histológico, la glándula tiroidea está delimitada por una cápsula 
gruesa de tejido conjuntivo por debajo de la cual, se dispone una capa interna más fina 
adherida al tejido glandular. A partir de esta última, se generan pequeños tabiques de tejido 
conjuntivo que penetran en la glándula y la dividen en lóbulos incompletos (Young et al., 
2006). Teniendo en cuenta su estructura y función, este órgano está compuesto por 
vesículas o folículos cerrados de tamaño variable (15-500 µm de diámetro) con una cavidad 
central que contiene un material viscoso denominado coloide. El coloide está compuesto 
mayoritariamente por tiroglobulina (Tg), que es la proteína precursora de las hormonas 
tiroideas. Rodeando las cavidades se encuentran las células foliculares organizadas de 
forma regular en un epitelio monocapa que descansa sobre la lámina basal. Junto a éstas 
se encuentran las células parafoliculares o células C (Rozman, 1992). 
 
Las células foliculares constituyen el 98% del contenido celular tiroideo. Son células 
epiteliales de origen endodérmico que se caracterizan por estar polarizadas (disponen de 
membrana basal y apical) y especializadas en la regulación, producción y secreción de las 
hormonas tiroxina (T4) y triyodotironina (T3) (Figura 1.1). Estas hormonas requieren yodo 
para su síntesis y sus funciones son: aumentar la tasa metabólica basal, intervenir en la 
síntesis proteica y aumentar la sensibilidad a las catecolaminas (tales como la adrenalina), 
además de ser fundamentales para el desarrollo y el crecimiento en la etapa fetal y neonatal 
(Young et al., 2006).  
 
Por otro lado, las células parafoliculares son células epiteliales originadas a partir de la 
cresta neural (ectodermo). Éstas carecen de polaridad y son las productoras de la 
calcitonina, hormona peptídica que participa en el metabolismo calcio-fósforo (Scheuba et 
al., 1999). 
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Figura 1.1: Representación esquemática de la biosíntesis y secreción de las hormonas tiroideas en una célula 
folicular del tiroides (basado en un esquema del Capítulo II del libro Tiroides (Diéguez and Yturriaga, 2007)). 
TSH: hormona tirotrópica, TSHR: receptor de la hormona tirotrópica, Gsα: proteína activadora de la adenilato ciclasa; AC: 
adenilato ciclasa; cAMP: mensajero secundario; TITF1 (NKX2-1), TITF2 (FOXE1) y Pax8: factores de transcripción específicos 
de las células foliculares tiroideas; NIS: transportador activo de Na+/I; Tg: tiroglobulina; Tg verde: tiroglobulina yodada; TPO: 
hidrógeno peróxido oxidorreductasa; Pendrina: transportador Cl-/yoduro; THOX/DUOX: oxidasas, generadoras de peróxido de 
hidrógeno (H2O2), T3 y T4: hormonas tiroideas.  
 
1.2  Cáncer de Tiroides. 
1.2.1 Aspectos generales. 
 
El cáncer de tiroides representa el 1% de todos los carcinomas en países desarrollados, 
siendo la incidencia anual de 122.000 nuevos casos en todo el mundo (DeLellis et al., 
2004). El cáncer de tiroides es la neoplasia más común del sistema endocrino y su gran 
variabilidad en cuanto a la forma de presentación, respuesta a tratamiento y evolución, 
constituye un problema desde el punto de vista patológico, quirúrgico y oncológico. 
Asimismo, algunos subtipos tumorales tiroideos se desarrollan como parte de síndromes 
hereditarios originados por distintas alteraciones genéticas, hecho que demuestra la 
complejidad de esta enfermedad (Harach et al., 1999).  
 
Además de por factores genéticos, el desarrollo de neoplasias tiroideas puede 
desencadenarse por factores ambientales y hormonales, debido esencialmente a que el 
funcionamiento del tiroides depende del aporte externo de yodo y de la regulación del 
sistema endocrino (Williams et al., 1995). Los factores ambientales pueden ser genotóxicos 
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(que producen daño en el ADN), como el yodo radiactivo, y no genotóxicos, como la 
deficiencia de yodo en la dieta (que estimula la secreción de la hormona tirotrópica (TSH) 
(DeLellis et al., 2004).  
 
De acuerdo al origen celular de los tumores tiroideos, podemos hacer una primera 
clasificación de éstos en dos grandes grupos: carcinomas originados a partir de las células 
foliculares tiroideas y carcinomas originados a partir de las células parafoliculares. Los 
carcinomas de origen folicular a su vez se pueden subdividir en carcinomas bien 
diferenciados (WDTC), carcinomas pobremente diferenciados (PDTC), y en carcinomas 
anaplásicos o indiferenciados de tiroides (ATC). Los tumores bien diferenciados engloban 
dos subtipos de carcinoma: el carcinoma papilar de tiroides (PTC) y el carcinoma folicular 
de tiroides (FTC). Finalmente, los tumores de origen parafolicular sólo incluyen un subtipo: 
el carcinoma medular de tiroides (MTC) (DeLellis et al., 2004).  
 
La edad media de aparición del cáncer de tiroides varía en función del subtipo, siendo ésta 
de 45-50 años para los pacientes con PTC, de 50 años en los casos de FTC y MTC, y de 60 
años para los pacientes diagnosticados de ATC (DeLellis et al., 2004). Son numerosos los 
estudios que han demostrado que el cáncer de tiroides es de 2 a 4 veces más frecuente en 
mujeres que en hombres y que esta diferencia tiende a diluirse en las franjas de edad 
precoz y avanzada. Este hecho podría explicarse por la existencia de factores de 
susceptibilidad relacionados con receptores de hormonas sexuales (Papini et al., 2002) o 
por las rutas moleculares que éstos activan. 
 
1.2.2 Diagnóstico. 
 
La exploración física y la historia familiar de los pacientes son herramientas fundamentales 
para una detección temprana de las neoplasias tiroideas. Los casos con uno o más nódulos 
tiroideos palpables, así como aquellos que, independientemente de la presencia o no de 
nódulos palpables, presentan antecedentes familiares de cáncer de tiroides o de Neoplasia 
Endocrina Múltiple tipo II (MENII), o antecedentes de irradiación cervical, son sometidos 
normalmente a ultrasonografía (American Association of Clinical Endocrinologists-AACE, 
(2006).  
 
La ultrasonografía (US) es una técnica de imagen basada en ultrasonidos que permite la 
caracterización de los nódulos tiroideos y la valoración del riesgo de malignidad de los 
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mismos de acuerdo esencialmente, a los siguientes criterios: vascularización intra-nodal, 
irregularidad del margen y presencia de microcalcificaciones (AACE y el consenso europeo, 
2006; Papini et al., 2002). Esta estrategia es muy importante debido a la alta prevalencia de 
la patología nodular tiroidea, habiéndose descrito que entre el 3 y 7% de la población adulta 
presenta nódulos tiroideos palpables, de los cuales tan sólo el 5-10% son malignos (Frates 
et al., 2005; Pacini et al., 2006). 
 
De esta manera, se practican estudios más exhaustivos sólo en los casos valorados como 
de riesgo de malignidad por la US, así como en aquellos con factores de riesgo clínico, o 
bien multinodulares, o benignos con crecimiento en el seguimiento (AACE y consenso 
europeo, 2006). Para todos ellos está indicada la punción aspiración con aguja fina (PAAF), 
que hasta el momento es la mejor herramienta diagnóstica pre-operatoria del cáncer de 
tiroides (Mazzaferri et al., 1994). Esta técnica consiste en obtener pequeños fragmentos de 
tejido que son tratados como material citológico y analizados por patólogos en el 
microscopio óptico (Abele et al., 1985). La interpretación de las extensiones citológicas 
permite determinar el grado de sospecha y el tipo de malignidad que padece el paciente en 
función de la cantidad de las células obtenidas, su forma de descamación, la morfología 
celular y nuclear, y la existencia o no de material extracelular (Oertel et al., 2000). La mayor 
sensibilidad de esta técnica se obtiene en los casos de PTC, ATC y MTC. Además, ante 
una sospecha de MTC se realizan análisis bioquímicos (niveles de calcitonina basal y 
niveles de calcitonina tras estimulación con pentagastrina) que  por sí mismos posibilitan el 
diagnóstico correcto de un 80% de casos, si bien se ha descrito un 7% de falsos positivos 
(Scheuba et al., 1999).  
 
Desafortunadamente, las aspiraciones muestran limitaciones, llegando a resultados 
indeterminados o de diagnóstico incorrecto en torno al 10-25% (Ravetto et al., 2000). Las 
indeterminaciones se producen bien por el solapamiento de las características citológicas 
entre nódulos benignos como los adenomas foliculares y nódulos malignos como los 
carcinomas foliculares, o bien por la presencia de variabilidad morfológica de los núcleos en 
la citología (Shibru et al., 2008). Por otro lado, los errores diagnósticos se generan por la 
focalidad de la malignidad dentro de casos aparentemente benignos o por interpretaciones 
desacertadas de las aspiraciones (Mazzanti et al., 2004; Yeh et al., 2004). Estos errores e 
indeterminaciones resultan críticas, ya que las decisiones de los clínicos dependen de las 
valoraciones citológicas, de manera que los falsos negativos pueden retrasar el tratamiento 
de la malignidad y por lo tanto, repercutir negativamente en la supervivencia del paciente 
(Tan et al., 2007). Es preciso por tanto desarrollar tests pre-operatorios adicionales que 
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optimicen la capacidad actual de distinción entre nódulos benignos y malignos, lo que 
además de mejorar el pronóstico, reduciría los costes del manejo clínico de los pacientes 
con nódulos tiroideos. Probablemente, un mayor conocimiento molecular asociado a las 
características histopatológicas, la carcinogénesis y evolución de las distintas neoplasias 
tiroideas, sea crucial para resolver los problemas diagnósticos actuales. En este sentido, 
Pagedar y colaboradores (Pagedar et al., 2008) han publicado recientemente un estudio 
prospectivo en el que a partir del material citológico de las aspiraciones, obtienen y analizan 
con éxito la expresión génica de marcadores previamente descritos en muestras post-
quirúrgicas. Aun siendo esta metodología de especial relevancia por su aplicabilidad directa 
en el diagnóstico pre-operatorio, la sensibilidad de los marcadores moleculares descritos 
hasta el momento es bastante controvertida (Ito et al., 2005a; Mills et al., 2005; Mora et al., 
2004; Sebesta et al., 2001). 
 
Por último, existen otras técnicas de imagen como la tomografía y la resonancia magnética 
que están indicadas para la valoración de la extensión local y a distancia de las neoplasias 
tiroideas (Cooper et al., 2006). 
 
1.2.3 Carcinoma Papilar de Tiroides (PTC). 
 
El Carcinoma Papilar de Tiroides es un tumor epitelial maligno que muestra evidencias de 
diferenciación celular, manteniendo características propias de las células foliculares 
tiroideas (tales como la polaridad y producción de Tg) (DeLellis et al., 2004). Es el 
carcinoma tiroideo más frecuente (80%), y presenta una supervivencia total superior al 90%. 
Su incidencia es tres veces superior en la mujer con respecto al hombre, aunque entre los 
pacientes mayores de 50 años y en los casos pediátricos la diferencia tiende a reducirse. En 
torno a un 3-7% de los PTCs son familiares (Corvi et al., 2001), siendo ésta una forma más 
agresiva, habitualmente multifocal en origen y con una edad de aparición más temprana que 
las formas esporádicas (Alsanea et al., 2000).  
 
El PTC metastatiza preferentemente vía linfática favorecido en parte por la abundante red 
de vasos linfáticos que irrigan los lóbulos tiroideos, de manera que la presencia de 
metástasis en los ganglios cervicales en el momento del diagnóstico es bastante común. 
Además, esta neoplasia es multicéntrica en un 20% de los casos y bilateral en un tercio, ya 
sea en origen o por expansión linfática intraglandular. Las metástasis vía hematógena son 
muy poco frecuentes (Schlumberger, 1998). 
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Desde el punto de vista histológico, el PTC convencional o clásico es un tumor de 
crecimiento lento, bien diferenciado y frecuentemente no encapsulado. El rasgo más 
característico es la presencia de papilas, formadas por un eje conjuntivo revestido por 
células epiteliales cúbicas con núcleos alargados y de borde irregular, muchos sin cromatina 
visible (de aspecto vacío) (Rozman, 1992), y con pequeños nucleolos adyacentes a la 
membrana nuclear. También son comunes los surcos y las inclusiones nucleares. Otras 
características propias de este subtipo tumoral son la formación de cuerpos de psamoma 
(calcificaciones) y la presencia de coloide y de células gigantes multinucleadas. Sin 
embargo, es necesario destacar que la entidad “PTC” engloba multitud de variantes con 
características histopatológicas y moleculares exclusivas, que difieren de las propias del 
PTC clásico y que permiten su identificación. Dentro de estas variantes son de especial 
interés por su frecuencia y características: la variante folicular (FVPTC), la esclerosante 
difusa (DSV) y la variante de células altas (TCV) (DeLellis et al., 2004). 
 
1.2.3.1 La variante folicular (FVPTC) 
La característica principal de esta variante, que la diferencia de la clásica, es la 
formación de estructuras foliculares y no de papilas. Sin embargo, los núcleos 
celulares tienen las peculiaridades propias del PTC convencional, lo que permite 
diferenciar esta variante de otros tumores con el mismo patrón estructural (Zidan et 
al., 2003). 
1.2.3.2 La variante esclerosante difusa (DSV) 
Esta variante tiene una mayor incidencia en pacientes jóvenes y se caracteriza por la 
sustitución del epitelio cuboidal por un epitelio escamoso (metaplasia escamosa), 
una infiltración linfocítica densa y abundantes cuerpos de psamoma. A pesar de la 
agresividad con la que se presenta, las metástasis locales son muy frecuentes y las 
distales se producen en un 25% de los pacientes, tiene un pronóstico favorable y 
muy similar al del PTC clásico (Fujimoto et al., 1990). 
1.2.3.3 La variante de células altas (TCV) 
Está compuesta principalmente por células tres veces más altas que anchas, que 
pueden organizarse en estructuras papilares, trabeculares o en forma de cordón. La 
alta actividad mitótica, la presencia de necrosis y la frecuente expansión tumoral 
extratiroidal, hacen de esta variante de PTC una de las de peor pronóstico. Por estas 
características histopatólogicas y por la alta incidencia de alteraciones moleculares 
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propias de formas agresivas (frecuencia de mutaciones en p53: 61%), algunos 
autores señalan esta variante como el siguiente nivel en el progreso del PTC clásico 
hacia la pérdida de la diferenciación y la agresividad (Figura 1.2) (Sywak et al., 
2004). 
 
 
Desde el punto de vista molecular, hasta el momento se han descrito 4 lesiones genéticas 
presentes en las fases tempranas de la tumorogénesis del PTC esporádico: 
reordenamientos cromosómicos (translocaciones balanceadas o inversiones) (Saenko et al., 
2003) que afectan a los receptores tirosina quinasa RET y NTRK1, y mutaciones 
activadoras en los proto-oncogenes: RAS y BRAF. Todas estas alteraciones activan la ruta 
de las MAP quinasas (mitogen-activated protein kinases) y son mutuamente excluyentes, es 
decir, no se da más de una en un mismo tumor (salvo que éste sea policlonal) (Knauf et al., 
2005; Nikiforova et al., 2003).  
 
Los genes RET y NTRK1 codifican proteínas transmembrana receptoras de factores de 
crecimiento de la familia GDNF (Factor Neurotrófico Derivado de la Glía) y del factor de 
crecimiento neural (NGF), respectivamente (Manie et al., 2001). Su correcta transcripción y 
traducción son necesarias para el buen funcionamiento de las células parafoliculares 
tiroideas, y las formas nativas de estos receptores no se expresan en las células foliculares 
no neoplásicas. Los reordenamientos cromosómicos en los que participan, consisten en una 
recombinación entre la región 3’ de los mismos (dominio tirosina quinasa intracelular) y la 
región 5’ (promotor y dominio amino terminal) de un gen no relacionado que tiene la 
propiedad de expresarse de forma ubicua en las células foliculares tiroideas (Pierotti, 2001). 
Como resultado se genera una forma quimérica del receptor RET (conocida como 
RET/PTC) o del NTRK1, que se dispone en el citoplasma de las células foliculares y que no 
requiere del ligando para su activación (Kimura et al., 2003). Hasta el momento se han 
descrito más de 15 reordenamientos (Tabla 1), que son específicos de PTC y que se cree 
podrían ser el evento iniciador del tumor (Castellone et al., 2004; Santoro et al., 1992). Se 
han encontrado este tipo de reordenamientos en la mayoría de los tumores pediátricos y de 
los tumores de pacientes expuestos a radiación externa durante la infancia, o a radiación 
ionizante después de desastres ambientales como el accidente nuclear de Chernobyl 
(Bounacer et al., 1997; Nikiforov et al., 1997) . Sin embargo, la prevalencia de los 
reordenamientos RET/PTC es muy inferior (5-30%) en los casos adultos de PTC y variable 
según la serie estudiada (Pierotti et al., 1995). Los reordenamientos de NTRK1 son poco 
muy frecuentes (Melillo et al., 2005) (Tabla 1.1). 
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El gen BRAF pertenece a la familia de las serin-treonin quinasas RAF, que incluye además 
los genes ARAF y CRAF. BRAF codifica la isoforma predominante en las células foliculares 
tiroideas y al igual que el resto de isotipos, activa la ruta de señalización de las MAP 
quinasas, ruta involucrada en el control y regulación de la apoptosis, inflamación, 
crecimiento celular y diferenciación (Chang et al., 2001). Sin embargo, BRAF presenta una 
mayor actividad quinasa y afinidad por las proteínas diana de esta familia (MEK1 y MEK2), 
siendo más eficiente en la fosforilación de las mismas (Mikula et al., 2001; Peyssonnaux et 
al., 2001; Wojnowski et al., 2000). La transversión de una timina por una adenina en el 
nucleótido 1799 (p.Val600Glu) de la secuencia de BRAF, es la alteración genética más 
común descrita en el PTC, llegando a alcanzar una frecuencia del 69% en algunas series 
(Kimura et al., 2003). Afectando al siguiente amino ácido se ha descrito otra mutación 
puntual (p.Lys601Glu) y se estima que está presente en un 9% de casos (Trovisco et al., 
2004). Estas alteraciones moleculares están situadas en el dominio quinasa de la proteína y 
llevan a la sustitución de un residuo de Valina o Lisina, respectivamente, por uno de 
Glutamato, cuya carga negativa mimetiza la fosforilación de los residuos Treonina 599 y 
Serina 602, necesarios para la activación de BRAF (Nikiforova et al., 2003). De esta 
manera, la actividad quinasa de la proteína mutante se incrementa de 10 a 12 veces con 
respecto la proteína nativa. La consecuencia es la activación constitutiva de los efectores de 
las quinasas MEK (ERK1 y 2) y por lo tanto de la ruta de las MAP quinasas (Davies et al., 
2002). 
 
Desde el punto de vista del significado clínico, varios estudios muestran una asociación 
entre la presencia de mutaciones en BRAF y un peor pronóstico (Lupi et al., 2007; Xing et 
al., 2005), aunque existe controversia en torno a esta idea.   
 
Las lesiones activadoras en la familia de protooncogenes RAS (H-RAS, K-RAS y N-RAS) 
son exclusivas de la variante folicular de PTC, donde pueden alcanzar una prevalencia de 
hasta el 43% (Kimura et al., 2003).  
 
En último lugar, se han descrito otras alteraciones genéticas relacionadas con el desarrollo 
y evolución de estos carcinomas. Algunas de ellas son utilizadas como marcadores 
diferenciales en el diagnóstico post-operatorio y pronóstico de los PTCs mediante técnicas 
inmunohistoquímicas o moleculares (Tablas 1.2 y 1.3).  
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Tabla 1.1: Características de los diferentes reordenamientos involucrados en el desarrollo de PTC 
 
Tipo de 
reordenamiento 
Genes 
involucrados 
Mecanismo del 
reordenamiento Prevalencia* 
Asociación con 
exposición a radiación Referencias 
RET/PTC1 H4/D10S170 y RET inv (10)(q11.2;q21) 60-70% Ocasional (Grieco et al., 1994) 
RET/PTC2 PRKAR1A y RET t(10;17)(q11.2;q23) <10% Ocasional (Sozzi et al., 1994) 
RET/PTC3 (y 
RET/PTC4) 
ELE1/RFG/ARA
70 y RET inv (10)(q11.2) 20-30% muy fuerte 
(Fugazzola et al., 1996; 
Santoro et al., 1994) 
RET/PTC5 GOLGA5 y RET t(10;14)(q11.2;q?) muy baja Sí (Rabes et al., 1998) 
RET/PTC6 HTIF1 y RET t(7;10)(q32;q11.2) muy baja Sí (Klugbauer et al., 1999) 
RET/PTC7 RFG7 y RET t(1;10)(p13;q11.2) muy baja Sí (Rabes et al., 2000) 
RET/ELKS ELKS y RET t(10;12)(q11.2;p13) muy baja No (Nakata et al., 1999) 
RET/KTN1 KTN1 y RET t(10;14)(q11.2;q22.1) muy baja Sí (Salassidis et al., 2000) 
RET/RFG8 RFG8 y RET t(10;18)(q11.2;q21-22) muy baja Sí (Klugbauer et al., 2000) 
RET/PCM-1 PCM-1 y RET t(8;10)(p21-22;q11.2) muy baja Sí (Corvi et al., 2000) 
RET/HOOK3 HOOK3 y RET t(8;10)(p11.21;q11.2) muy baja Sí (Ciampi et al., 2007) 
AKAP9/BRAF AKAP9 y BRAF inv (7)(q21–22q34) muy baja Sí (Ciampi et al., 2005) 
H4/PTEN H4 y PTEN inv (10)(q11.2;q22-23) muy baja Sí (Puxeddu et al., 2005) 
TRK TPM3 y NTRK1 inv (1)(q21;q21-q22) muy baja Sí (Beimfohr et al., 1999) 
TRK-T1, -T2, -2h TPR y NTRK1 inv (1)(q21;q25) muy baja Ocasional (Beimfohr et al., 1999) 
Trk-T3 TFG y NTRK1 t(1q;3) muy baja Ocasional (Greco et al., 1995) 
* Frecuencia de cada reordenamiento con respecto el total de reordenamientos.  
 
1.2.4 Carcinoma Folicular de Tiroides (FTC). 
 
El carcinoma folicular de tiroides es un tumor epitelial maligno que muestra evidencias de 
diferenciación celular y carece de las características nucleares propias del PTC (DeLellis et 
al., 2004). Constituye el 10% de las malignidades tiroideas (Greaves et al., 2000), siendo su 
incidencia superior en las áreas yodo-deficientes. A diferencia del PTC, el FTC presenta: 
peor pronóstico (tasa de supervivencia a los cinco años de seguimiento del 40%), una edad 
de aparición más tardía y apenas se presenta en edades pediátricas. Se propaga vía 
hematógena, principalmente a pulmón y huesos, siendo un 20% la frecuencia de metástasis 
distal en el momento de diagnóstico del tumor. La expansión vía linfática es poco común 
(5%).  
 
El FTC puede originarse a partir de una lesión precursora benigna: el adenoma folicular 
(FA). Ambas patologías presentan las mismas características citológicas y son los criterios 
de malignidad como: la invasión capsular, la infiltración del parénquima tiroideo vecino y la 
invasión vascular, los que permiten su diagnóstico diferencial. Desafortunadamente, la 
valoración de estas capacidades invasivas sólo se puede efectuar a partir de preparaciones 
histológicas, lo que imposibilita el diagnóstico pre-operatorio de estas lesiones a partir de las 
técnicas actuales (PAAF) (apartado de 1.2) (Mazzanti et al., 2004). 
  
Desde el punto de vista histológico, el FTC es un tumor invasivo, generalmente solitario, con 
características morfológicas variables que van desde la formación de estructuras foliculares 
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con coloide en su interior a patrones de crecimiento sólido o trabecular. La característica 
citológica más distintiva es la carencia de la atipia nuclear propia del PTC, gracias a la cual 
es posible diferenciar el FTC de la variante folicular de PTC, que también forma estructuras 
foliculares (apartado 1.2.3.1). Sin embargo, en ocasiones sólo un reducido número de 
células tumorales cumple los criterios nucleares característicos del PTC, lo que dificulta el 
diagnóstico distintivo entre FTC y FVPTC (Arora et al., 2008). 
 
Existen dos categorías de FTC en función del grado de invasión de la cápsula tiroidea: FTC 
mínimamente invasivo y FTC invasivo. El primero se caracteriza por una invasión focal de la 
cápsula y/o estructuras vasculares, mientras que el segundo presenta una amplia infiltración 
en el parénquima tiroideo y/o vascular. 
 
Entre las alteraciones moleculares características de FTC, cabe destacar: las mutaciones 
puntuales en la familia de proto-oncogenes RAS (codones 12, 13 y 61 de K-RAS, H-RAS, 
N-RAS) y el reordenamiento PAX8/PPARγ.  Al igual que sucede en el PTC, estas 
alteraciones representan vías alternativas en el desarrollo temprano de los carcinomas 
foliculares, coincidiendo en el mismo tumor en casos excepcionales (Nikiforova et al., 2003). 
Las mutaciones puntuales en RAS constituyen la única alteración molecular temprana 
compartida por varios tipos de patologías tiroideas: FTC, FVPTC y FA, que curiosamente 
presentan un rasgo histológico común, la arquitectura folicular. Teniendo en cuenta estas 
mutaciones, las más frecuentes son las que afectan al codón 61 de NRAS. La prevalencia 
de esta alteración varía según la serie estudiada (Bongarzone et al., 1989; Capella et al., 
1996; Ezzat et al., 1996; Karga et al., 1991; Nikiforova et al., 2003; Suarez et al., 1988), 
siendo mayor en regiones geográficas yodo-deficientes (Shi et al., 1991). 
 
La activación oncogénica de NRAS está relacionada con una pérdida de la capacidad 
supresora de tumores de TGF-β (transforming growth factor-β) (Derynck et al., 2001; Saha 
et al., 2001). TGF-β engloba una familia de proteínas extracelulares involucradas en el 
control del ciclo celular, diferenciación, organización y programación de la muerte celular 
(Massague et al., 2006). Estos ligandos median la fosforilación de los receptores TβRI y 
TβRII, seguida de la fosforilación de los factores de transcripción R-Smads, los cuales se 
acumulan en el núcleo y regulan la transcripción de proteínas necesarias para la parada del 
ciclo celular en la fase G1 (fase previa a la replicación del ADN).  La activación oncogénica 
de Ras puede interrumpir esta actividad tumor-supresora esencialmente por medio de dos 
vías: 1) la ruta MEK/ERK, que lleva a un secuestro citoplasmático del efector nuclear de 
TGF-β: p27 (Kfir et al., 2005; Liu et al., 2000), y  2) la ruta del factor Ral-GEF (Ral-guanine 
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nucleotide exchange factor), que impide la translocación nuclear de las Smads (Saha et al., 
2001).  
 
La segunda alteración genética propia del FTC es el reordenamiento PAX8/PPARγ, también 
conocido como PPFP. Se ha estimado que entre un 30-60% de los FTCs son positivos 
(Kroll et al., 2000; Marques et al., 2002; Nikiforova et al., 2002) para la translocación 
t(2;3)(q13;p25), que genera un gen fusión compuesto por el promotor y el dominio de unión 
al ADN del factor de transcripción PAX8, y casi la secuencia completa de PPARγ (dominio 
de unión al ADN, de unión a ligando, de dimerización y transactivación) (Kroll et al., 2000).  
PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor γ) es un miembro de la superfamilia de 
los receptores nucleares que forman heterodímeros con los receptores RXR (retinoid X 
receptors) y que activan la transcripción de genes específicos en respuesta a la unión de un 
ligando. Participa en diversas rutas biológicas implicadas en diferenciación, control del ciclo 
celular y apoptosis. 
 
Merece la pena destacar que además  PAX8 es un factor de transcripción específico de 
tiroides que desempeña un papel determinante en la génesis del mismo (Vilain et al., 2001). 
El promotor de este gen regula la expresión de PPFP, cuyo efecto oncogénico viene 
determinado por su capacidad de inhibir la actividad de la proteína nativa PPARγ, bien por 
competencia por los sitios de unión al ligando o por interferencia en la heterodimerización 
entre PPARγ y RXR (Jpenberg et al., 1997). Como resultado se produce la activación de la 
ruta de señalización de NFKβ (Kato et al., 2006), desencadenando la activación de la 
proliferación y la supresión de la respuesta apoptótica (Baud et al., 2001). Asimismo, se 
cree que el reordenamiento puede inhibir la función natural de PAX8 por un mecanismo 
similar al que inhibe PPARγ, y como consecuencia, alterar el control de la expresión de 
genes necesarios para la diferenciación de las células foliculares tiroideas, tales como el 
transportador de sodio-yodo (NIS) o los genes de la tiroglobulina (Espinoza et al., 2001; 
Ohno et al., 1999; Schmitt et al., 2001). 
 
A diferencia de las mutaciones en RAS, este reordenamiento parece ser poco frecuente en 
los adenomas foliculares, sin embargo, se han descrito series en las que esta alteración se 
produce en el 33% de los casos. Por otro lado, son varios los estudios que asocian la 
expresión de PAX8/PPARγ con un fenotipo de mayor invasión vascular (Castro et al., 2006). 
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Finalmente, existen otras alteraciones moleculares relacionadas con el desarrollo y 
evolución de estos carcinomas. Al igual que en el apartado anterior, se detallan en las 
tablas 1.2 y 1.3. 
 
1.2.5 Carcinoma Anaplásico de Tiroides (ATC) o carcinoma indiferenciado de 
tiroides. 
 
El carcinoma anaplásico de tiroides (ATC) es un tumor muy agresivo originado a partir de 
las células foliculares tiroideas. De acuerdo con su histología aparece total o parcialmente 
compuesto por células que han perdido la diferenciación, de manera que sólo es posible 
reconocer su origen gracias a marcadores inmunohistoquímicos específicos (positividad a la 
queratina), y al mantenimiento de características estructurales propias de una diferenciación 
epitelial previa (presencia de desmosomas y tonofilamentos) (DeLellis, 2006). 
 
Es considerado uno de los tumores sólidos más agresivos y letales que afectan al hombre, 
su incidencia anual es de 1 ó 2/1.000.000 y representa el 5% de los carcinomas tiroideos. 
La tasa de mortalidad es superior al 90% y la media de supervivencia es de 6 meses desde 
el momento del diagnóstico. El pronóstico está sujeto al grado de invasión local y 
metástasis, la edad al diagnóstico, el tamaño de la lesión, y el género ya que, aunque 
aparece preferentemente en mujeres (ratio mujer:hombre = 2:1), los hombres presentan un 
peor pronóstico (Agrawal et al., 1996; Are et al., 2006; Demeter et al., 1991). Estos tumores 
se caracterizan por un crecimiento rápido, llegando a duplicar su volumen en una semana. 
Suelen presentar áreas necróticas y hemorrágicas, así como una fuerte actividad mitótica, 
invasividad y un bajo ratio apoptótico (Patel et al., 2006). La sintomatología que 
desencadenan (disfonía, disfagia, disnea, etc.…) está relacionada con la compresión 
mecánica que ejerce la masa en crecimiento (Venkatesh et al., 1990).  
 
El ATC puede ser uni- o multi-nodular, con bilateralidad en más de un 25% de los casos. La 
invasión de los ganglios linfáticos cervicales es un hallazgo frecuente (40%), así como la de 
las estructuras adyacentes: músculo, traquea, laringe y esófago. La metástasis aparece en 
más de un 50% de los pacientes en el momento de la presentación y en un 25% adicional 
durante la evolución de la enfermedad. El pulmón es la localización principal de las 
metástasis distales (80%), seguido por los huesos (6-15%) y el cerebro (5-13%). 
Raramente, se han descrito metástasis cardiacas e intra-abdominales (Giuffrida et al., 
2001). En cuanto a una descripción meramente citológica, las células pueden ser gigantes o 
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fusiformes, apareciendo frecuentemente a la vez en un mismo tumor. Contienen de uno a 
múltiples núcleos hiper-cromáticos, el citoplasma suele ser eosinófilo y las figuras mitóticas 
muy frecuentes (DeLellis et al., 2004). 
 
La PAAF tiene asociada una alta sensibilidad en el diagnóstico del ATC, aunque en 
ocasiones se realizan punciones sobre áreas necróticas o hemorrágicas que imposibilitan la 
valoración, o sobre focos de tumores bien diferenciados que coexisten con el ATC y que 
enmascaran el diagnóstico (Giuffrida et al., 2000; Us-Krasovec et al., 1996) (como se indica 
en el apartado 1.2.2). De hecho, es habitual encontrar focos de tumores bien diferenciados 
o pobremente diferenciados, lo que apoya la teoría de que los ATCs se originan a partir de 
la trasformación (pérdida de diferenciación) de un tumor bien diferenciado preexistente. Sin 
embargo, no se descarta que algunos casos aparezcan de novo (Lam et al., 2000; Lo et al., 
1999). 
 
Algunos datos relativos a alteraciones moleculares indican que las mutaciones en BRAF y 
RAS parecen conferir una predisposición a desarrollar ATC. Aproximadamente el 15% de 
los carcinomas pobremente diferenciados y un mayor porcentaje de tumores indiferenciados 
son BRAF-positivos (Tabla 1.2). Esta condición genética está asociada a la presencia de un 
componente papilar en estos tumores. Asimismo, los ATC positivos para mutaciones en 
RAS con frecuencia presentan un componente folicular (Basolo et al., 2000; Manenti et al., 
1994; Soares et al., 2004; Trovisco et al., 2004; Xing et al., 2005). Estos hallazgos, 
nuevamente evidencian la progresión del ATC a partir de un tumor bien diferenciado 
preexistente. No obstante, son necesarias otras alteraciones para el desarrollo de estas 
neoplasias. Así, mutaciones en p53 y β-catenina (CTNNB1) se han relacionado con la 
carcinogénesis del ATC (Fagin et al., 1993; Garcia-Rostan et al., 1999). 
 
P53 (cromosoma 17p13.1) codifica un factor de transcripción nuclear que consta de tres 
dominios funcionales esenciales: el dominio de transactivación N-terminal, el dominio de 
oligodimerización C-terminal, y el dominio de unión al ADN, donde se producen la mayor 
parte de las mutaciones (Olivier et al., 2002). La proteína p53 juega un papel crucial en la 
regulación del ciclo celular, la reparación del ADN, la senescencia y la apoptosis. Estos 
procesos biológicos se desencadenan por la unión de p53 a promotores que activan la 
transcripción de genes tales como p21, el cual está involucrado en la interrupción del ciclo 
celular en G1, o como Bax y PUMA (factores antiapoptóticos) (Murray-Zmijewski et al., 
2006). Otro gen diana de p53 es Mdm2, que es una ubiquitín-ligasa que se une a p53 por su 
dominio N-terminal provocando la inactivación, translocación citoplasmática y degradación 
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del mismo. La inducción de Mdm2 por p53 es la mayor retroalimentación negativa que 
restringe la función pro-apoptótica de p53 y que permite la reparación del daño celular. 
Además, p53 también regula la senescencia celular, de manera que se activa cuando se 
produce un acortamiento de los telómeros causados por las replicaciones celulares, 
bloqueando el ciclo celular y desencadenando la senescencia. Como consecuencia, la 
inactivación de p53 puede conducir a un incremento en la replicación celular, en las 
anomalías genéticas y en la adquisición de un fenotipo inmortal (Stewart et al., 2006). 
Finalmente, p53 presenta varios posibles promotores y/o puntos internos de traducción que 
generan una serie de isoformas con el dominio N-terminal truncado. Estas isoformas actúan 
como dominantes negativos de la forma nativa de p53 (Malaguarnera et al., 2007). 
 
Merece la pena destacar que los productos mutados de p53 tienen una vida media 
significativamente superior a la forma nativa, y no son capaces de inducir el principal factor 
de degradación del mismo (Mdm2), lo que lleva a su acumulación en el núcleo.  De este 
modo, una fuerte tinción nuclear de p53 en preparaciones inmunohistoquímicas es 
considerada una evidencia de inactivación de p53 y por lo tanto, un marcador de malignidad 
(Malaguarnera et al., 2007; Soares et al., 1994) (Tabla 1.3). La inactivación de p53 también 
se ha relacionado con resistencia a la quimioterapia (Hassan et al., 2006). 
 
Las mutaciones inactivantes en el gen p53 son muy frecuentes en una gran variedad de 
tumores (50% de todas las malignidades humanas). Sin embargo sólo se han encontrado 
en un 10% de los carcinomas tiroideos (Olivier et al., 2002), de los cuales un 60% 
corresponde a tumores anaplásicos (Fagin et al., 1993). Por este motivo, se considera que 
p53 juega un papel importante en la pérdida de la diferenciación de la célula folicular 
tiroidea, y no en el desarrollo inicial del cáncer de tiroides. 
 
Relacionadas con los ATC, se han descrito también mutaciones en el gen CTNNB1 
(cromosoma 3p21) (Garcia-Rostan et al., 1999).  CTNNB1 codifica la proteína 
citoplasmática β-catenina, que se expresa de forma ubicua y que forma parte del complejo 
de adhesión intercelular dispuesto en la membrana basolateral de las células epiteliales. Su 
interacción con la E-cadherina (cadherina epitelial) permite mantener las uniones 
adherentes célula-célula, por lo que juega un papel crucial en la polaridad celular. La β-
catenina libre es degradada rápidamente por un complejo multiproteico en el que participan 
APC y GSK-3β, siendo la región comprendida entre los residuos Ser29 y Lys49 fundamental 
para este proceso (Takahashi-Yanaga et al., 2007). Las mutaciones en el gen de la β-
catenina afectan al exón 3 (Garcia-Rostan et al., 1999), lugar donde se encuentran los 
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residuos de Ser y Thr (Ser33, Ser37 y Thr41) que específicamente fosforilan GSK-3β para 
que la proteína sea reconocida por el proteosoma, de manera que estas alteraciones 
impiden su degradación y provocan una acumulación citoplasmática de la misma (Liu et al., 
2002). Los altos niveles citoplasmáticos de β-catenina activan la ruta de Wnt, que facilita su 
translocación nuclear (Semba et al., 2000). Una vez en el núcleo, la β-catenina interacciona 
con el factor de transcripción TCF y otros co-factores activando la expresión de los genes 
de la ciclina D1, c-myc y metaloproteasa 7, relacionados con proliferación celular y 
metástasis (Willert et al., 2006). 
 
Asimismo, se han descrito otras alteraciones moleculares en ATC que afectan al ciclo 
celular y que podrían estar relacionadas con su mayor capacidad mitótica, tales como: infra-
expresión de p27 y la inactivación de PTEN y p16, que regulan de forma negativa la 
proliferación celular (Gimm et al., 2000) (Tablas1.2 y 1.3). 
 
Por último, son también significativas las alteraciones cromosómicas. Está establecido que 
el número medio de ganancias o pérdidas cromosómicas en el ATC es de 10 por caso, 
cuando en los tumores bien diferenciados se estima que es de uno aproximadamente 
(Wreesmann et al., 2002) 
 
1.2.6 Carcinoma Pobremente Diferenciado de Tiroides (PDTC). 
 
Los carcinomas tiroideos pobremente diferenciados (PDTC) constituyen una entidad 
controvertida. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) (DeLellis et al., 2004), son 
neoplasias originadas a partir de las células foliculares del tiroides que por su 
comportamiento y morfología, ocupan una posición intermedia entre los tumores 
diferenciados (WDTC) y los que han perdido la diferenciación (ATC).  La ambigüedad de 
esta patología así como la variabilidad en los criterios diagnósticos, dificultan la estimación 
de la prevalencia de la enfermedad. 
 
Está aceptado que parte de estos tumores se originan a partir de una lesión precursora, que 
puede ser tanto un FTC como un PTC (Sobrinho-Simoes et al., 2002). No obstante, no se 
descarta que la mayoría de los casos sean de novo al igual que sucede con los tumores 
anaplásicos (Pilotti et al., 1997). 
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El PDTC suele presentar áreas necróticas e invasión local. También son habituales las 
metástasis a ganglios linfáticos, pulmón, y hueso, aunque menos frecuentes que en el ATC 
(Patel and Shaha, 2006).  
 
La mayoría de los pacientes que desarrollan un PDTC mueren en los tres años siguientes al 
diagnóstico, debido principalmente a su extensión local y a las metástasis a distancia. El 
pronóstico depende del tamaño del tumor, el grado de invasión local y las metástasis, la 
cirugía aplicada y la respuesta al tratamiento con radio-yodo (Nishida et al., 1999; Sobrinho-
Simoes et al., 2002). Sin embargo, todavía no se han identificado factores predictivos 
asociados a la histo-morfología y a las características genéticas de estos tumores. 
 
Las características genéticas son más o menos próximas a las mencionadas para el ATC, 
según el grado de pérdida de diferenciación de las células foliculares neoplásicas (Tablas 
1.2 y 1.3). 
 
Tabla 1.2: Alteraciones moleculares asociadas al desarrollo temprano y evolución de los distintos subtipos 
tumorales originados a partir de las células foliculares tiroideas. 
WDTC 
 
PTC FTC 
PDTC ATC Referencias 
BRAF 29-69% 0% 0-13% 10-35% (Kimura et al., 2003) 
RET/PTC 13-43% 0% 0-13% 0% (Pierotti et al., 1995) 
TRK 5-13% - - - (Melillo et al., 2005) 
H-N-K-RAS 0-21% 40-53% 18-50% 20-60% (Bongarzone et al., 1989; Capella et al., 1996; 
Ezzat et al., 1996; Karga et al., 1991; Kimura et 
PAX8/PPARγ 0% 25-63% 0% 0% (Castro et al., 2006) 
TP53 0-11% 0-9% 17-38% 67-88% (Dobashi et al., 1993; Ruter et al., 1996) 
WNT/ β-catenina 0% 0% 0-25% 66% (Garcia-Rostan et al., 1999; Rocha et al., 2003) 
PIK3CA 12-15% 28-34% ? 42-54% (Hou et al., 2007) 
PTEN 2% 7% ? 16% (Hou et al., 2007) 
APC Variante 
cribiforme 
? ? ? (Subramaniam et al., 2007) 
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Tabla 1.3: Marcadores moleculares descritos en estudios de caracterización diferencial de los distintos subtipos 
tumorales del epitelio folicular tiroideo.  
WDTC 
Marcador Método de detección* 
PTC FTC 
PDTC ATC Referencias 
Tg (tiroglobulina) Inmunohistoquímica ++ ++ focal - (DeLellis et al., 2004) 
Tttf1(factor de transcripción 
tiroideo) Inmunohistoquímica 
++ ++ + - (DeLellis et al., 2004) 
Ck19 (citoqueratina 19) Inmunohistoquímica ++ focal - - (Prasad et al., 2005) 
Galectin-3 Inmunohistoquímica ++ + ++ ++ 
(Prasad et al., 2005; Rodrigo 
et al., 2006) 
c-Met Inmunohistoquímica ++ - ? ? (Trovato et al., 1999) 
COX-2 (ciclooxigenasa-2) RT-PCR ++ + + + (Kim et al., 2006) 
HMGI(Y) RT-PCR, Inmunohistoquímica 
+ + + + (Scala et al., 2000) 
FN1 (fibronectina) RT-PCR, Inmunohistoquímica 
++ + ++ ++ 
(Huang et al., 2001; Prasad 
et al., 2005) 
CITED1 Inmunohistoquímica ++ + - - 
(Prasad et al., 2005; Prasad 
et al., 2004) 
Telomerasa RT-PCR, ensayo TRAP + + ++ ++ 
(Ito et al., 2005b; Mora and 
Lerma, 2004) 
HBME-1 Inmunohistoquímica ++ + - - 
(Barroeta et al., 2006; 
Miettinen et al., 1996) 
CD15 Inmunohistoquímica + bajo - - 
(Mai et al., 2000; Miettinen 
and Karkkainen, 1996) 
CD44v6 Inmunohistoquímica, RT-PCR 
+ + ? ? (Guarino et al., 2005) 
Bcl-2 Inmunohistoquímica + + + - (DeLellis et al., 2004) 
Cyclina D1 Inmunohistoquímica bajo bajo + ++ (DeLellis et al., 2004) 
Vimentina Inmunohistoquímica - - + + (Venkatesh et al., 1990) 
p27 Inmunohistoquímica ++ ++ + bajo (DeLellis et al., 2004) 
p53 (supresor tumoral) Inmunohistoquímica bajo bajo + ++ (DeLellis et al., 2004) 
Ki-67 (marcador de 
proliferación) Inmunohistoquímica 
bajo bajo + ++ (DeLellis et al., 2004) 
ECM1 Matrices de expresión y RT-PCR 
- - + ++ (Kebebew et al., 2006) 
TMPRSS4 Matrices de expresión y RT-PCR 
- - + ++ (Kebebew et al., 2006) 
ANGPT2 Matrices de expresión y RT-PCR 
- - + ++ (Kebebew et al., 2006) 
TIMP1 Matrices de expresión y RT-PCR 
- - + ++ (Kebebew et al., 2006) 
 
*RT-PCR: reacción en cadena de la transcriptasa-polimerasa reversa.  
Significado de la Inmunohistoquímica. Bajo: <10% de células positivas; +: 10-30% de células positivas, aproximadamente; ++: 
positividad alta, >30% de células positivas. 
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Figura 1.2: Modelo de progresión gradual del cáncer de tiroides del epitelio folicular. 
* Línea gris discontinua: Modelos alternativos de progresión de los tumores tiroideos. 
 
1.2.7 Cáncer de tiroides del epitelio folicular asociado a síndromes hereditarios  
 
La gran mayoría de los tumores tiroideos de célula folicular tienen un carácter 
principalmente esporádico, y sólo una pequeña proporción, cercana a un 6% (Loh, 1997), es 
consecuencia de una alteración genética asociada a una mayor susceptibilidad a desarrollar 
carcinomas tiroideos. Así, encontramos agregaciones familiares de PTC, para las cuales no 
se conoce el gen responsable, y varios síndromes hereditarios, cuyo gen es conocido, 
asociados a una mayor susceptibilidad a desarrollar distintos subtipos de carcinoma 
tiroideo. Entre los  síndromes hereditarios asociados a desarrollo de cáncer de tiroides 
destacan. 
1.2.7.1 Poliposis Adenomatosa Familiar (FAP) o Síndrome de Gardner 
 
La poliposis adenomatosa familiar es una enfermedad autosómica dominante 
caracterizada por el desarrollo de cientos o miles de pólipos adenomatosos a lo largo 
del colón y recto. Entre el 1 y 2% de pacientes con FAP, desarrollan cáncer de 
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tiroides. Normalmente se trata de mujeres de jóvenes (≤30 años) en el momento del 
diagnóstico, que presentan un tumor papilar con patrón cribiforme (Lee et al., 2004).  
 
El FAP es causado por mutaciones germinales en el gen APC (adenomatous 
polyposis coli gene) (Nakamura et al., 1991). APC codifica una proteína que participa 
en el complejo multiproteico ubiquitín-proteosómico que degrada la β-catenina libre 
presente en el citoplasma (apartado 1.2.4). Se cree que las mutaciones en APC 
generan una proteína truncada incapaz de degradar la β-catenina (Schneikert et al., 
2007) 
 
Por otro lado, también se han descrito mutaciones somáticas en el gen APC en 
formas esporádicas de cáncer de tiroides (Tabla 1.2) 
1.2.7.2 Síndrome de Cowden 
 
El síndrome de Cowden es una enfermedad autosómica dominante caracterizada 
por la presencia de múltiples hamartomas, y una mayor prevalencia de cáncer de 
mama, endometrio y tiroides en los pacientes  (Waite et al., 2002), siendo esta vez el 
subtipo folicular el más frecuente. El gen involucrado en el desarrollo de este 
síndrome es PTEN. PTEN es un supresor tumoral localizado en el cromosoma 
10q23.3 que antagoniza la ruta de señalización fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI3K)/Akt. 
El correcto funcionamiento de esta vía conduce a la parada el ciclo celular en G1 y/o 
a la apoptosis. El 80% de los pacientes con síndrome de Cowden son positivos para 
mutaciones germinales en PTEN. El 10% de estos pacientes desarrollan cáncer de 
tiroides folicular o adenomas foliculares que pueden evolucionar a carcinomas 
(Harach et al., 1999).   
 
Al igual que sucede con APC, también se han descrito mutaciones somáticas en el 
gen PTEN, así como en otros miembros de la ruta PI3K/Akt (PIK3CA y RAS) en las 
formas esporádicas de cáncer de tiroides (Hou et al., 2007) (Tabla 1.2). 
1.2.7.3 Complejo de Carney  
 
El complejo de Carney es un síndrome multi-neoplásico donde los afectos pueden 
desarrollar adenomas o carcinomas foliculares, aunque con una frecuencia baja. Los 
genes relacionados con esta enfermedad son CNC2 y PRKARIA (Sandrini et al., 
2002). Este último participa en el reordenamiento somático RET/PTC2 descrito en 
carcinomas papilares esporádicos (Tabla 1.1)  
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1.3 Tratamiento y seguimiento del cáncer del epitelio folicular tiroideo: presente y 
futuro. 
 
El tratamiento primario de los tumores diferenciados del epitelio folicular tiroideo no ha 
cambiado substancialmente en los últimos años. El procedimiento estándar consiste en una 
tiroidectomía total o casi total con resección de los ganglios afectados, administración 
posterior de dosis terapéuticas de radio-yodo (131I) (≥100mCi) y tratamiento supresor de la 
hormona tireotropa (TSH) con L-tiroxina (L-T4) (DeLellis et al., 2004; Rodrigo et al., 2006; 
Vini et al., 2002). El 131I destruye los focos microscópicos del tumor que puedan quedar tras 
la cirugía y repercute favorablemente sobre la tasa de recurrencias y supervivencia 
(Mazzaferri et al., 2001).  
 
A pesar del buen pronóstico de los pacientes con WDTC, entre el 20 y el 40% desarrollan  
recidivas incluso después de 10 años de seguimiento. Por este motivo, los clínicos están 
obligados a realizar un seguimiento post-operatorio periódico a los pacientes con estos 
tumores (Schlumberger, 1998). El seguimiento rutinario consiste en la palpación del cuello y 
ganglios, rastreos corporales totales con radio-yodo, exploraciones morfológicas de la 
región cervical, y determinación de los niveles de tiroglobulina sérica. Esta técnica se basa 
en la capacidad que tienen los carcinomas diferenciados y sus metástasis de captar 131I 
gracias a la expresión del transportador activo de I- NIS, permitiendo detectar la extensión 
de la enfermedad con dosis bajas del radioisótopo (2-5mCi) (Pacini et al., 2006). En caso de 
que se detecte tiroglobulina sérica durante el seguimiento (señal de presencia de 
enfermedad), y captación en el rastreo, se administra al paciente una dosis elevada de 131I 
tras la estimulación de los restos tiroideos con hormona tirotrópica humana recombinante 
(rhTSH), o tras supresión del tratamiento con L-T4, lo que aumenta la sensibilidad de las 
células foliculares existentes a la captación y retención del radio-yodo. Posteriormente, se 
efectúa un nuevo rastreo y, si procediese, se trata quirúrgicamente (DeLellis et al., 2004). El 
uso de rhTSH evita la necesidad de retirar el tratamiento supresor con L-T4 semanas antes 
de la administración de 131I y por lo tanto, la posibilidad de que el paciente desarrolle 
hipotiroidismo sintomático (Robbins et al., 2002; Rodrigo et al., 2006). Un tratamiento 
repetido con 131I (dosis acumulada >600mCi) aumenta el riesgo de los pacientes desarrollar 
leucemia o neoplasias secundarias (Pacini et al., 2006). Posiblemente, la comprensión de 
los eventos moleculares y procesos biológicos relacionados con la recurrencia y metástasis 
de los WDTCs pueda facilitar un diagnóstico temprano de estas entidades, así como un 
manejo quirúrgico y un tratamiento más dirigido de los WDTC en general. 
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En el caso de los carcinomas pobremente diferenciados y sobre todo en los pacientes que 
desarrollan carcinomas indiferenciados, el tratamiento inicial es sólo paliativo (Are and 
Shaha, 2006). El papel de la cirugía en estos casos es controvertido y no altera el curso de 
la enfermedad, aunque en algunos pacientes podría prolongar levemente la supervivencia 
(Haigh et al., 2001; Junor et al., 1992). Asimismo, el tratamiento con radio-yodo es 
totalmente inefectivo debido a la baja o total pérdida de expresión de NIS y en líneas 
generales, la radioterapia externa tampoco es eficaz (Are and Shaha, 2006). En las últimas 
décadas se ha probado la quimioterapia monomodal (doxorubicina, entre otros) y multi-
modal (combinación de varios agentes como: paclitaxel y cisplatina) y nuevamente, la 
respuesta de los pacientes a los agentes quimioterapéuticos ha sido poco significativa (Ain 
et al., 2000; Gottlieb et al., 1974; Shimaoka et al., 1985; Williams et al., 1986). Por lo tanto, 
el mal pronóstico y la quimioresistencia de los ATC y PDTC hacen imprescindible la 
identificación de nuevas dianas terapéuticas y el desarrollo de tratamientos más efectivos. 
Estos objetivos requieren un mayor conocimiento de los procesos biológicos y alteraciones 
moleculares involucrados en la carcinogénesis y etiología de los ATC y PDTC. 
 
En este sentido, los recientes avances en las técnicas de biología molecular han facilitado el 
desarrollo de herramientas de alto rendimiento (high-throughput approaches) para el 
descubrimiento de nuevos marcadores tumorales.  Éste es el caso de las matrices de 
expresión génica o microarrays de expresión, que en los últimos años han permitido 
identificar eventos moleculares relacionados con tipos tumorales concretos y procesos 
carcinogénicos específicos como: la angiogénesis, proliferación y metástasis (Glinsky, 
2006). Numerosos estudios han demostrado el potencial de estas herramientas 
biotecnológicas en la determinación de firmas moleculares asociadas a diferentes 
características clínicas (Huang et al., 2003; van de Vijver et al., 2002), que además pueden 
tener una gran relevancia desde el punto de vista terapéutico.  
 
Por consiguiente, el uso de estas plataformas de alto rendimiento, capaces de identificar 
combinaciones de marcadores moleculares, procesos biológicos o interactomas asociados 
a características clínicas concretas, abre la posibilidad de alcanzar una nueva era de 
conocimiento del cáncer de tiroides. 
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El objetivo principal de esta tesis fue identificar rutas de señalización y genes 
específicos relacionados con la carcinogénesis tiroidea, e identificar perfiles 
predictores de curso clínico. Éste se desglosa en los siguientes objetivos 
específicos: 
 
 
? Caracterización del evento mutacional temprano relacionado con el desarrollo 
de los tumores tiroideos. 
 
? Identificación de genes y redes biológicas reguladas diferencialmente de 
acuerdo al evento mutacional primario.  
 
? Definición del perfil molecular específico de los subtipos histológicos de 
cáncer de tiroides. 
 
? Determinación de genes cuya expresión diferencial esté asociada a la 
transición del adenoma a carcinoma folicular tiroideo. 
 
? Caracterización de marcadores moleculares y rutas biológicas implicadas en la 
pérdida de diferenciación celular y mal pronóstico de los tumores tiroideos. 
 
? Identificación de predictores de mal pronóstico y metástasis de los tumores 
tiroideos. 
 
? Identificación de nuevas dianas terapéuticas para la mejora de los tratamientos 
actuales.
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3.1 Pacientes y datos clínicos. 
 
En el transcurso del estudio se consiguió reunir tejido congelado de 8 ATC, 6 PDTC, 46 
WDTC (13 FTC y 33 PTC), y 21 FA correspondientes a tumores primarios de pacientes 
independientes no relacionados y procedentes de los hospitales de Santa Creu i Sant Pau, 
Sabadell, Arnau de Vilanova, y otros hospitales gracias a la colaboración de la Red de 
Bancos de Tumores, coordinada por el Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas 
(CNIO). Las características clínico-patológicas de los pacientes disponibles se detallan en la 
tabla 3.1. 
 
Los tejidos fueron inmediatamente incluidos en Tissue-Tek® O.C.T.™ (Sakura, NL) y 
congelados tras la cirugía. Se almacenaron a -80 ºC hasta el momento de la extracción del 
ARN y ADN. Asimismo, se recogieron cinco tejidos congelados de tiroides normal obtenidos 
a partir de laringuectomías de pacientes sin patología tiroidea previa, siendo la proporción 
hombre/mujer similar a la misma proporción observada en pacientes.  
 
Tres patólogos evaluaron los bloques de tejido y determinaron de forma independiente el 
diagnóstico de cada uno de los tumores incluidos en el estudio, así como el porcentaje de 
células neoplásicas contenidas en cada espécimen. Para ello se cortó con el criotomo una 
sección de 5-7 µm de grosor de cada uno de los tejidos congelados, se colocó sobre un 
portaobjetos de cristal y se tiñó con hematoxilina-eosina (H&E). Los patólogos valoraron 
estas preparaciones histológicas mediante observación por el microscopio óptico.  
 
El protocolo de tinción de las secciones con hematoxilina-eosina se detalla a continuación:  
1.- Hidratar con etanol absoluto (2 minutos) y posteriormente con etanol al 95% (2 
minutos) 
2.- Lavar con agua destilada; 2 minutos. 
3.- Teñir con hematoxilina de Mayer durante 15 minutos. 
4.- Lavar con agua destilada; 2 minutos. 
5.- Teñir con eosina durante 2 minutos.  
6.- Eliminar los restos de eosina utilizando etanol al 70%. 
7.- Deshidratar con pasos sucesivos de etanol al 96% (30 segundos), etanol 
absoluto (2 minutos) y xilol (dos lavados de 2 minutos cada uno).  
8.- Montar un cubre sobre la preparación con Eukitt. 
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Nota: La tinción de las secciones de tejido congelado no requiere ningún paso previo 
para eliminar el medio de inclusión de las muestras, ya que el O.C.T.™ no interfiere 
ni en la tinción de los cortes, ni en la extracción del ARN y ADN.  
 
Sólo las muestras con más de un 80% de contenido celular tumoral se incluyeron en el 
estudio.  
 
Tabla 3.1: Características clínico-patológicas de los casos incluidos en este estudio. 
Código Tipo de tumor Género+ TNM estadío⁯ Edad Recidiva Tiempo de seguimiento* 
04T123 PTC M T3N1M0 78 Sí 49 m† 
05T209 PTC M T3N1M0 46 Sí 18 a, 10 m 
04T116 PTC M T2N0M0  54 No 24 m 
04T100 PTC H T2N1M0 63 No 46 m 
04T111 PTC H T1N0M0 56 No 8 a, 8 m 
04T112 PTC M T2N1M0 36 No 6 a, 5 m 
04T115 PTC M T2N0M0  41 No 36 m 
04T117 PTC M T4N1M1 13 No 5 a 
04T172 PTC H T3N0M0 70 No 31 m 
04T223 PTC M T2N0M0  46 No 29 m 
04T251 PTC M T2N0M0 53 No 37 m 
05T204 PTC H T3N0M0 38 No 27 m 
05T210 PTC M T2N0M0 40 No 30 m 
05T215 PTC M T2N0M0 33 No 25 m 
05T218 PTC M T1N0M0 25 No 18 m 
05T219 PTC H T2N1M0 45 No 31m 
05T221 PTC M T1N0M0 47 No 36 m 
05T223 PTC M T2N0M0 44 No 24 m 
05T224 PTC H T1N0M0 45 No 38 m 
05T225 PTC M T1N0M0 41 No 37 m 
05T229 PTC M T2N0M0 24 No 12 m 
05T230 PTC H T4N1M1 31 No †** 
04T233 PTC M T2N0M0 43 No 8 m 
05T208 PTC M T3N0M0 26 No 28 m 
04T106 FTC H T1N1M1 67 Sí Perdido durante el seguimiento 
04T250 FTC M T3N0M0 77 No 14 m 
04T229 FTC M T3N0M0 33 No 41m  
04T231 FTC M T3N1M0 68 No 23 m 
05T212 FTC M T2N0M0 44 No 50 m 
05T153 FTC H T3N0M0 50 No 18 m 
04T232 FTC M T2N0M0 45 No 13 m 
04T99 PDTC H T3N1M1 65 Sí 36 m 
04T97 PDTC M T4N1M1 82 Sí 12 m† 
04T141 PDTC M T3N0M0 72 Sí 12 m 
04T143 PDTC M T3N1M0 65 Sí 39 m† 
04T144 PDTC M T2N0M0 75 Sí 36 m 
05T205 PDTC H T4N1M0 74 Sí 8 m† 
04T140 ATC M T4N1M0 82 Sí 6 m† 
04T139 ATC H T4N1M0 57 Sí 8 a† 
04T249 ATC M T4N1M1 72 Sí 2 m† 
04T138 ATC M T4N1M1 75 Sí 2 m† 
04T98 ATC H T4N1M1 60 Sí 5 m† 
04T102 ATC H T4N1M1 73 Sí 7 m† 
04T103 ATC M T4N1M1 68 Sí 9 m† 
05T226 FA M - 27 No no hubo seguimiento 
3. Material y Métodos 
45 
Código Tipo de tumor Género+ TNM estadío⁯ Edad Recidiva Tiempo de seguimiento* 
04T131 FA M - 30 No no hubo seguimiento 
04T127 FA M - 51 No no hubo seguimiento 
05T220 FA M - 38 No no hubo seguimiento 
05T228 FA M - 54 No no hubo seguimiento 
04T130 FA M - 28 No 3 a 
04T132 FA H - 32 No no hubo seguimiento 
04T133 FA H - 67 No 6 a 
04T134 FA M - 55 No no hubo seguimiento 
04T137 FA M - 40 No no hubo seguimiento 
04T224 FA M 3,2 cm 25 No no hubo seguimiento 
04T226 FA M 3 cm 39 No no hubo seguimiento 
04T228 FA ⊥ M 1,6 cm 45 No 13 m 
+M: mujer; H: hombre 
⁯ TNM: Sistema internacional de clasificación de los tumores malignos (UICC; Internacional Union Against Cancer). T: tamaño 
del tumor, N: presencia/ausencia de invasión en los nódulos linfáticos próximos, M: presencia/ausencia de metástasis a 
distancia. 
*m: meses; a: años 
** Fallecido por complicaciones quirúrgicas 
† Pacientes que murieron 
⊥ Este FA es del mismo paciente que el FTC 04T232. 
 
 
3.2 Aislamiento del ARN. 
 
Para la extracción de ARN se utilizaron entre 15 y 20 secciones de 20 µm de grosor de 
cada una de las piezas de tejido congelado incluido en O.C.T.™ El ARN se extrajo según el 
protocolo de TriReagent (Molecular Research Center, Cincinnati, OH): 
 
1.- Homogeneizar las secciones (50-100 mg de tejido aproximadamente) en 1 ml de 
TriReagent. Dejar a temperatura ambiente durante 5-15 minutos.  
2.- Añadir 0,2 ml de cloroformo. Mezclar vigorosamente.  
3.- Centrifugar durante 15 minutos a 4 ºC y 12.000 g. 
4.- Recuperar la fase acuosa y añadir 0,5 ml de isopropanol. Mezclar y dejar a -20 
°C toda la noche. Centrifugar 20 minutos a 4ºC y 12.000 g. 
5.- Descartar el sobrenadante y lavar con 1 ml de etanol al 75%. Centrifugar 5 
minutos a 4ºC y 12.000 g.  
6.- Secar el sedimento durante 5-10 minutos. 
7.- Resuspender en 12-15 µl de agua dietilpirocarbonato (DEPC). Usar 1 µl para 
cuantificar con el espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, 
Wilmington, DE, USA) y otro para testar la calidad del ARN con el bioanalizador de 
Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). El volumen sobrante fue 
conservado a -20 ºC hasta su uso. 
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Las muestras degradadas (ARN mensajero <500 pares de bases), se extrajeron una 
segunda vez para descartar cualquier incidencia en el manejo del material biológico durante 
la primera extracción. A continuación, se testaron con el bioanalizador y aquellos casos que 
presentaron un perfil similar o igual al de la primera extracción, se excluyeron 
definitivamente del estudio. 
 
3.3 Identificación de las alteraciones genéticas tempranas asociadas a las 
diferentes patologías tiroideas. 
 
3.3.1 Extracción del ADN de tejido congelado. 
 
Para la extracción del ADN se utilizaron entre 15 y 20 secciones de 20 µm de grosor de 
cada uno de los tejidos tumorales y adenomas incluidos en el estudio. La extracción de ADN 
de este material congelado e incluido en O.C.T.™ se realizó siguiendo el protocolo de 
extracción comercial Dneasy Tissue Kit (QIAGEN, USA), e incluyendo algunas 
modificaciones:  
  
1.- Sumergir los cortes de tejido incluido en O.C.T.™ en 180 µl de solución ATL. Si 
hay mucha cantidad de tejido, puede doblarse el volumen de ATL y a partir de este 
paso duplicar todos los volúmenes de los pasos siguientes. 
2.- Añadir 20 µl de proteinasa K. Mezclar con ayuda de un vortex e incubar con 
agitación en un termomixer (Thermomixer comfort, Eppendorf) a 55 ºC hasta que el 
tejido esté completamente lisado. El tiempo de incubación puede variar entre 3 horas 
y toda la noche. 
3.- Agitar con el vortex. Añadir 200 µl de solución AL, mezclar de nuevo con un 
vortex e incubar a 70 ºC durante 10 minutos. 
4.- Añadir 200µl de etanol absoluto y mezclar en el vortex. 
5.- Pasar la mezcla a la columna de Qiagen colocada en un tubo recolector (si se ha 
duplicado el volumen de ATL en el primer paso, dividir la mezcla en dos partes 
iguales y pasar cada una por una columna). Centrifugar a 8.000 g durante 1 minuto. 
Descartar el tubo recolector con el sobrenadante.  
6.- Colocar la columna en un tubo recolector nuevo y añadir 500 µl de la solución 
AW1. Centrifugar a 8.000 g durante 1 minuto. Descartar el tubo recolector con el 
sobrenadante.  
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7.- Ajustar la columna en un tercer tubo recolector y añadir 500 µl de solución AW2. 
Centrifugar a 14.000 g durante 3 minutos para secar completamente la membrana 
de la columna. Descartar el tubo recolector con el sobrenadante.  
8.- Colocar la columna en un nuevo tubo limpio donde se va a eluir el ADN extraído. 
Añadir 200 µl de solución AE directamente sobre la membrana. Incubar a 
temperatura ambiente 1 minuto y centrifugar durante 1 minuto para eluir. 
Opcionalmente, la elución se puede hacer en dos pasos de 100 µl de solución AE 
cada uno. También se puede eluir en menos volumen si se requiere que la solución 
de ADN esté concentrada o si se espera obtener poco cantidad de ADN.  
 
3.3.2 Cuantificación del ADN extraído. 
 
El ADN extraído se cuantificó con el espectrofotómetro Nanodrop ND-1000, para lo que fue 
necesario 1 µl de la muestra original. En aquellos casos en los que la concentración fue 
superior a 1 µg/µl, se preparó una dilución 1/10 y se utilizó 1 µl de ésta para realizar la 
cuantificación y evitar una posible saturación de la medida. 
 
3.3.3 Caracterización de las mutaciones puntuales en BRAF, HRAS, NRAS y 
KRAS. 
 
El ADN genómico extraído según el apartado 3.3.1 fue utilizado para identificar mutaciones 
tempranas presentes en los tejidos tumorales y en los adenomas tiroideos incluidos en el 
estudio de los perfiles de expresión. Este análisis se realizó mediante la técnica de la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y fue necesario diseñar cebadores o primers 
específicos para cada uno de los fragmentos a amplificar. Las condiciones de la PCR, el 
tamaño de los amplicones y la secuencia de los cebadores para cada fragmento se detallan 
en la tabla 3.2.  
 
La secuencia nucleotídica patrón de cada uno de los genes a estudiar se extrajo de la base 
de datos del proyecto Ensembl (Ensembl release 45; 
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/). El diseño de los cebadores se realizó a través de 
la herramienta bioinformática: Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/), procurando que la 
temperatura de amplificación de todos los fragmentos fuera la misma. Además se comprobó 
que la secuencia genómica complementaria a estos oligos no presentara polimorfismos, y 
que el producto de la amplificación fuera únicamente el esperado mediante la herramienta 
3. Material y Métodos 
48 
PCR in-silico disponible en el buscador UCSC (University of California Santa Cruz; 
http://genome.brc.mcw.edu/). 
 
Todas las reacciones de PCRs incluyeron un tubo sin ADN (blanco) y se realizaron en un 
volumen final de 25 µl, que contenía: 100 ng de ADN genómico, un 10% del volumen final 
de solución de PCR 10 X (cloruro potásico 50 mM, Tris 10 mM y cloruro de magnesio 1,5 
mM), 200 mM de una mezcla de deoxinucleótidos trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 
20 pmoles de cada uno de los cebadores diseñados para flanquear los fragmentos a 
analizar y 1 unidad de Taq Polimerasa. La reacción se llevó a cabo en termocicladores 
Eppendorf (MasterCycler ep, Germany).  
 
Las muestras amplificadas fueron testadas mediante electroforesis en un gel de agarosa al 
3% (Metaphor, Biowhitaker Molecular Applications), y teñido con bromuro de etidio (0,5 
μg/ml). Los tamaños de los productos amplificados fueron comparados con el marcador de 
peso molecular Phi X174 digerido con Hae III, del cual se utilizaron 500 ng en cada 
electroforesis. Los productos amplificados del tamaño esperado fueron purificados y 
secuenciados como se indica en los apartados 3.3.5 y 3.3.6 
 
Finalmente, y para confirmar experimentalmente que los alelos portadores de las 
mutaciones se expresaban, se hizo otra PCR con ADN complementario (ADNc) en un 
subgrupo de casos representativo de todos los tipos de patología tiroidea analizados. Para 
la mayor parte de los fragmentos hubo que diseñar cebadores nuevos, ya que los utilizados 
con el ADN tumoral se unían a las regiones intrónicas flanqueantes de los exones de 
interés. Las secuencias de estos nuevos cebadores y las condiciones de estas reacciones 
también se detallan en la tabla 3.2.  
 
El ADNc se obtuvo por reacción de la transcriptasa inversa (o retrotranscriptasa) mediante 
el siguiente protocolo: 
 
1.- Añadir 1 µg de ARN total aislado (apartado 3.2) a un tubo estéril de 200 ml.  
2.- Llevar el volumen a 10,6 µl con agua DEPC. Estos dos pasos deben realizarse 
en hielo. 
3.- Desnaturalizar la mezcla a 65-70 ºC durante 5 minutos y después pasarla 
rápidamente a hielo. 
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4.- Preparar la mezcla de la reacción de retrotranscripción (multiplicar estos 
volúmenes por el número de muestras que se vayan a retrotranscribir más un 
exceso de un 8-10%): 
5X First Strand Buffer (Invitrogen)   4 µl 
DTT (0,1 M)  (Invitrogen)    2 µl 
dNTPs (10mM)     1 µl 
Hexámeros “random” o aleatorios (0,5 µg/µl)  1 µl 
RNasin (40 u/µl) o RNAseOUT (Ambion)  0,7 µl 
SuperScript II (200 unidades (u) /µl) (Invitrogen) 0,7 µl 
 
5.- Añadir 9,4 μl de mezcla de reacción por cada tubo con ARN.  
6.- Mezclar sin vortex y centrifugar 1 segundo.  
7.- Incubar durante 60-90 minutos a 42 ºC. 
 
3.3.4 Estudio de los reordenamientos RET/PTC1, RET/PTC3 y PAX8/PPARγ. 
 
Los genes quiméricos RET/PTC1 y RET/PTC3 son el resultado de inversiones 
cromosómicas cuyos puntos de ruptura y reordenamiento varían entre casos. Esto dificulta 
el diseño de una única pareja de cebadores para cada tipo de alteración si se decide 
trabajar con ADN genómico. Sin embargo, todos estos puntos de corte-unión se localizan en 
intrones concretos de los genes que participan en los reordenamientos (intrón 11 de RET, 
intrón 1 de H4 e intrón 7 de RFG/ELE1) (Frattini et al., 2004; Nikiforov et al., 1999). Esto 
permite diseñar una única pareja de cebadores para cada reordenamiento siempre y 
cuando la PCR se haga a partir de ADN complementario. 
 
El caso del reordenamiento PAX8/PPARγ es más complejo, debido a que: los puntos de 
corte que afectan a la secuencia de PAX8 se pueden encontrar en dos intrones distintos 
(intrón 7 ó 9), y PAX8 presenta distintas posibilidades de corte-unión de los exones en el 
procesamiento del ARN mensajero (splicing alternativo) (Nikiforova et al., 2002). En 
consecuencia, su estudio y caracterización por PCR requieren el uso de ADN 
complementario y el diseño de distintas parejas de cebadores que detecten la expresión de 
las diferentes variantes del gen quimera. 
 
Por estos motivos, el estudio de los reordenamientos se realizó a partir de ADN 
complementario obtenido por transcripción inversa (protocolo del apartado 3.3.3).   
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Asimismo, para evitar productos inespecíficos y aumentar la cantidad del amplicón 
generado, se decidió realizar una segunda PCR utilizando cebadores internos. Las 
condiciones de las PCRs, el tamaño de los amplicones y la secuencia de los cebadores 
para cada fragmento se detallan en la tabla 3.2. La preparación de todas las reacciones y la 
realización de las mismas se llevaron a cabo como se indica en el apartado anterior. 
Además, se retrotrascribió ARN de una línea celular humana con el reordenamiento 
RET/PTC1 (TPC1) y se utilizó como control positivo en todas las PCRs de este 
reordenamiento. 
 
Adicionalmente, se amplificó en paralelo un fragmento del ADNc del gen de la β-
glucoronidasa (GUSB) (Tabla 3.2), que codifica una enzima lisosómica que se expresa de 
forma ubicua en todos los tejidos humanos. Se testó junto con el resto de amplicones y se 
utilizó como control de calidad de la retrotranscripción y de la eficiencia del resto de 
reacciones.  
 
La presencia o no de reordenamientos se determinó mediante electroforesis con gel de 
agarosa (apartado 3.3.3). Los productos amplificados fueron purificados y secuenciados 
como se indica en los apartados 3.3.5 y 3.3.6 
 
Las muestras en las que no se detectó producto de amplificación fueron consideradas 
negativas para el reordenamiento analizado. 
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3.3.5 Purificación de los fragmentos amplificados mediante PCR. 
 
Para eliminar restos de cebadores y dNTPs no utilizados en la reacción de amplificación, se 
utilizó el kit E.Z.N.A Cycle-Pure Kit  (Omega BioTek, USA). Los pasos a seguir fueron: 
 
1.- Transferir el producto de PCR a un tubo limpio de 1,5 ml y añadir 5 volúmenes de 
solución CP. Homogenizar la mezcla.  
2.- Colocar una columna HiBind en un tubo de 2 ml y aplicar en ella la mezcla del 
producto de PCR y de la solución CP. Centrifugar a 12.000 g durante 1 minuto y 
descartar el líquido recogido en el tubo. 
3.- Lavar la columna añadiendo 700 μl de ADN wash buffer. Centrifugar a 12.000 g 
durante 1 minuto y descartar el líquido recogido en el tubo de recolección. 
4.- Realizar un segundo lavado con 700 μl de ADN wash buffer y centrifugar 1 minuto a 
12.000 g. Descartar el líquido. 
5.- Centrifugar en vacío a 12.000 g durante 1 minuto para eliminar los restos de solución 
que impregnen la columna. 
6.- Colocar la columna en un tubo limpio de 1,5 ml y añadir agua destilada precalentada 
a 70 ºC directamente sobre la membrana (el volumen de elución guarda relación con la 
cantidad de amplificado de la que se parta). Centrifugar a 12.000 g durante 1 minuto. 
 
3.3.6 Secuenciación de los fragmentos purificados. 
 
Los productos de PCR purificados fueron secuenciados de forma automática utilizando 
terminadores fluorescentes Big Dye™ (Applied Biosystems, USA) y un secuenciador 
multicapilar ABI modelo 3730 (Applied Biosystems, USA). 
 
Inicialmente, se realizó una reacción de secuenciación cíclica de 20 µl de volumen final, con 
10 pmoles del cebador elegido, 5% de DMSO, 4 µl de Big Dye terminator, y 4-12 ng del 
producto purificado en función del tamaño del fragmento a secuenciar. La reacción se llevó 
a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Perkin Elmer, USA) y consistió 
en 10 ciclos de desnaturalización de la muestra a 95 ºC durante 10 segundos, anillamiento 
de primers a 50º C durante 5 segundos y elongación a 60 ºC durante 4 minutos.  
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El producto final de esta reacción fue purificado por ultrafiltración en columnas de Sephadex 
G-50 (Millipore), para ser analizado posteriormente mediante el secuenciador y visualizado 
gracias al software FinchTV v1.4 (Applied Biosystems, USA). 
 
3.4 Obtención de los perfiles de expresión de las muestras aisladas: 
amplificación del ARN mensajero, marcaje, hibridación y detección. 
 
El transcriptoma de los tumores, adenomas y tejidos normales incluidos en el estudio se 
obtuvo por hibridación competitiva entre el ADN complementario de cada uno de estos 
especimenes y un ADN complementario de referencia (Universal Human Reference RNA, 
Stratagene) común a todas las hibridaciones. Para ello fue necesario amplificar el ARN 
mensajero (ARNm) tanto de las muestras “problema” como de la muestra de referencia, 
marcar con el fluorocromo correspondiente cada uno de ellos, e hibridarlos de forma 
competitiva sobre la matriz de expresión Oncochip 12K generada en el CNIO (Figura 3.1). 
 
A continuación se detallan cada uno de los pasos de este procedimiento. 
 
3.4.1 Amplificación del ARN mensajero.  
 
Retrotranscripción o trascripción inversa: síntesis del ADN complementario (ADNc) 
 
El volumen final de esta reacción es de 10 µl y son necesarios 4 µg de ARN aislado según 
el apartado 3.2. El manejo de ARN requiere mantener las muestras a 4 ºC en todo 
momento, exceptuando los tiempos de las incubaciones (esta advertencia ha de tenerse en 
cuenta en el desarrollo de cualquier protocolo).  
 
1.- Mezclar 1 µl de oligo T7-dT (0,5 µg/µl, Ambion) y 4 µg de ARN contenidos en 4,5 
µl de agua. Incubar durante 10 minutos a 70 °C y enfriar rápidamente en hielo.  
3.- Mezclar 2 µl de 5X first strand buffer, 1 µl de DTT (ditiotreitol), 0,1 M, 0,5 µl de 
dNTPs (10 mM) y 0,5 µl de RNAsin (40 unidades (u)/µl, Promega). Atemperar la 
mezcla a 42 °C durante 10 minutos.  
4.- Mezclar los 5,5 µl de oligo T7-dT y ARN, con los 4 µl de la mezcla atemperada a 
42 ºC. Añadir 0,5 µl de Superscript II (retro-transcriptasa) e incubar 1 hora a 42 °C 
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Síntesis de la segunda hebra de ADNc (Invitrogen, USA): 
 
1.- Añadir a los 10 µl de la reacción anterior:  
Agua DEPC    45,5 µl 
5X Second-Strand Buffer   15 µl 
dNTPs (10 mM)    1,5 µl 
E. Coli DNA Iigasa (10 u/µl)   0,5 µl 
DNA polimerasa I (10 u/µl)   2 µl  
RNAsa H (2 u/µl)    0,5 µl  
2.- Incubar a 16°C durante 2 horas.  
3.- Añadir 1 µl de T4-DNA polimerasa. Incubar 5 minutos a 16°C.  
 
Lavado de la doble hebra de ADNc 
 
1.- Pasar los 76 µl de la reacción anterior a un tubo con resina (Phase Lock Gel 
Light 1,5 ml, Eppendorf)  
2.- Añadir un volumen (76 µl) de agua y 152 µl de fenol-cloroformo-isoamílico.  
3.- Centrifugar en frío (4 ºC) durante 5 minutos a 12.000 g.  
4.- Pasar la fase acuosa (152 µl, aproximadamente) a otro tubo y añadir 0,5 
volúmenes de acetato amónico (NH4Ac) 7,5 M y 2,5 volúmenes de etanol 
absoluto. Mezclar y dejar toda la noche a -20 ºC.  
5.- Añadir 1 µl de acrilamida linear y centrifugar a 14.000 g durante 20 minutos. 
6.- Descartar el sobrenadante y lavar con 500 µl de etanol 75%. 
7.- Centrifugar a 12.000 g durante 5 minutos, secar y resuspender en 8 µl de agua. 
 
Síntesis de ARN mensajero complementario (ARNmc) (MegaScript T7 kit, Ambion): 
 
1.- Añadir a los 8 µl de ADNc de doble hebra: 2 µl de ATP, 2 µl de CTP, 2 µl de GTP 
y 2 µl de UTP (75 mM). Una vez atemperado el buffer T7 10X, añadir al volumen 
anterior 2 µl de esta solución y 2 µl de RNA polimerasa T7.  
2.- Incubar durante 14 horas a 37 °C.  
3.- Pasar a hielo y añadir 1 µl de desoxirribonucleasa libre de ribonucleasas (RNAse-
free DNAse). Incubar durante 15 minutos a 37 °C.  
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Purificación del ARNmc con columnas (RNeasy Mini kit, Qiagen): 
 
1.- Llevar la muestra a un volumen final de 100 µl con agua DEPC (21 µl de muestra 
y 79 µl de agua).  
2.- Añadir 350 µl de una dilución 1:100 de solución RTL (10 ml RTL + 100µl β-
mercaptoetanol) y 250 µl de etanol absoluto. Realizar este paso a temperatura 
ambiente y en campana de flujo laminar. 
3.- Mezclar todo y añadirlo a una columna de purificación. 
4.- Centrifugar 30 segundos a 4 °C y 10.000 g.  
5.- Pasar el producto eluido dos veces más por la columna.  
6.- Cambiar de tubo recolector y añadir 500 µl de solución RPE.  
7.- Centrifugar 30 segundos a 4 °C y 10.000 g.  
8.- Repetir el lavado con RPE.  
9.- Centrifugar 1 minuto a 4 °C y 12000 g para eliminar los restos de etanol.  
10.- Pasar la columna a un tubo recolector limpio y añadir 50 µl de agua DEPC. 
Dejar 5 minutos a temperatura ambiente y centrifugar 1 minuto a 12.000 g. 
11.- Añadir otros 50 µl de agua, dejar 5 minutos a temperatura ambiente y 
centrifugar 1 minuto a 12000 g.  
12.- Precipitar el ARNmc purificado con 0,5 volúmenes de NH4Ac 7,5 M (50 µl) y 2,5 
volúmenes de etanol absoluto frío (250 µl). Mezclar bien y dejar 1 hora a -80 °C o 
toda la noche a -20 °C.  
13.- Centrifugar 30 minutos a 4 °C.  
14.- Lavar con etanol 75% frío, centrifugar durante 5 minutos y secar el sedimento.  
15.- Resuspender en 12-15 µl de agua DEPC. Usar 1 µl para cuantificar el ARNmc 
con el espectrofotómetro Nanodrop ND-1000, y otro para testar la calidad del ARN 
por electroforesis en un gel de agarosa al 1% donde, a la vez que la muestra, se 
carga un marcador de peso molecular de ARN (RNA Century-Plus Size Markers, 
Ambion).  
16.- El volumen sobrante conservarlo a -20 ºC o a -80 ºC hasta su uso. 
 
El Nanodrop además de cuantificar las muestras, mide el ratio de absorbancia a las 
longitudes de onda: 260 y 280 nm, que es un parámetro indicativo del estado del ARN. De 
manera que se considera que una muestra con un ratio 260/280 entre 1,8 y 2,1 tiene una 
calidad aceptable. Además, este método se complementa con una electroforesis en la que 
se incluye un marcador de peso molecular de ARN (como se indica en el punto 15 de este 
apartado). 
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3.4.2 Marcaje del ADN complementario a partir del ARN amplificado (ARNa). 
 
Para el marcaje del ADNc de las muestras problema y de la referencia son necesarios los 
siguientes reactivos: 
 
? Random hexamers, 0,5 µg/µl, Promega  
? SuperScript II Rnasa H- Reverse Transcriptase (con 0.1 M DTT y 5X first strand 
cDNA synthesis buffer), Invitrogen  
? dNTPs: Fermentas dGTP, dCTP, dATP, dTTP  
? FluoroLoink Cy5-dUTP, 25 nmol, Amersham  
? FluoroLoink Cy3-dUTP, 25 nmol, Amersham  
? RNasin ribonuclease inhibitor 10000 u, Promega  
? Acetato sódico (NaOAc) 3 M pH 5,5, SIGMA  
? Etanol absoluto MERCK  
? Microarray hybridization buffer, SlideHyb #1 Ambion  
? Human COT-l DNA (1 µg/µl), Invitrogen  
? RNA polyA SIGMA  
? Yeast tRNA (25 mg), Invitrogen  
? CyScribe GFX Purification Kit, Amersham  
 
Además, es conveniente preparar con anterioridad las siguientes soluciones: 
 
? Mezcla 50X dNTPs (100 µl)  
 dATP 100 mM  25 µl  
 dCTP 100 mM  25 µl 
 dGTP 100 mM  25 µl 
 dTTP 100 mM    5 µl 
 Agua    20 µl 
? Solución de lavado del Kit CyScribe GFX Purification: añadir 40 ml de etanol 
absoluto a la botella de la solución de lavado incluida en el kit y mezclar bien.  
? Mezcla de agentes bloqueantes (RNA polyA 5 µg/µl, yeast tRNA 2 µg/µl): a partir 
de las soluciones stock comerciales, preparar alícuotas de 100 µl RNA poly A y 40 µl 
de yeast tRNA. Almacenarlas a -20 ºC. Cuando se vaya a hacer la hibridación, 
descongelar una alícuota de cada una y mezclarlas. Añadir 60 µl de agua y hacer 
alícuotas de 20 µl. Cada alícuota tiene el volumen necesario para 10 hibridaciones. 
Conservar las alícuotas restantes a -20 ºC. 
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Una vez comprobados todos los reactivos y preparadas las mezclas y soluciones 
necesarias, se puede comenzar con el protocolo que se detalla a continuación: 
 
Retrotranscripción 
 
1.- Por cada hibridación prevista, mezclar en 2 tubos distintos:  
- 2,5 µg de ARN amplificado de la muestra de referencia y 3 µl de hexámeros 
aleatorios (Random hexamers, 1,5 µg). 
- 2,5 µg de ARN amplificado de la muestra problema y 3 µl de hexámeros 
aleatorios (1,5 µg). 
2.- Desnaturalizar a 70 ºC durante 5-10 minutos. Pasar a 4 ºC y dejar 5 minutos en 
hielo.  
3.- Preparar dos mezclas de reacción de retrotranscripción para cada fluoróforo: 
First strand Buffer     5 µl 
DTT (0,1 M)      2,5 µl 
dNTPs (50X)     0,5 µl 
Cy3-dUTP/Cy5-dUTP (10 mM)   1,5 µl 
RNasin (40 u/µl)     0,75µl 
SuperScript II (200 u/µl)   1,25 µl 
 
4.- Mezclar y añadir 11,5 μl de cada mezcla a sus respectivas muestras de ARNa, de 
manera que a la muestra de referencia se le añada la mezcla con Cy3-dUTP y a la 
muestra problema la que contiene Cy5-dUTP.  
5.- Mezclar sin vortex y centrifugar 1 segundo.  
6.- Mantener 10 minutos a temperatura ambiente.  
7.- Incubar 2 horas a 37 ºC. 
 
Degradación del ARN molde  
 
1.- Añadir 12,5 µl de hidróxido sódico (NaOH) 0,1 N e incubar 10 minutos a 70 ºC.  
2.- Neutralizar el pH con 12,5 µl de ácido clorhídrico (HCl) 0,1 N.  
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Purificación de la muestra marcada (CyScribe GFX Purification Kit, Amersham) 
 
1.- Para cada ADNc usar una columna del kit de purificación CyScribe GFX 
(Amersham).  
2.- Añadir 500 µl de capture buffer a cada columna.  
3.- Transferir el ADNc a la columna.  
4.- Mezclar suavemente con ayuda de una pipeta (aspirar 5 veces con la pipeta).  
5.- Centrifugar inmediatamente a velocidad máxima durante 30 segundos. No dejar 
el ADNc en capture buffer más de 10 minutos porque se reduce el rendimiento.  
6.- Eliminar el filtrado y añadir 600 µl de solución de lavado. Centrifugar a máxima 
velocidad 30 segundos. Eliminar el filtrado.  
7.- Repetir el lavado dos veces más. 
8.- Centrifugar la columna a velocidad máxima durante 10 segundos para eliminar el 
líquido remanente. 
9.- Transferir las columnas GFX a un tubo nuevo y añadir 60 µl de solución de 
elución directamente sobre la matriz de cada columna. La solución debe cubrir toda 
la membrana. La recuperación se incrementa si se precalienta la solución a 65 °C. 
10.- Dejar 5 minutos a temperatura ambiente y centrifugar 1 minuto a máxima 
velocidad. Repetir la elución una vez.  
 
Precipitación de la muestra marcada y purificada  
 
1.- Mezclar concentraciones idénticas de los ADNc que se van a hibridar juntos 
(Cy3-referencia y Cy5-muestra problema). 
2.- Añadir 30 µl de Human COT-1 DNA. 
3.- Añadir 0,1 volúmenes de NaOAc 3 M y 2,5 volúmenes de etanol absoluto.  
4.- Incubar a -20 ºC al menos durante 20 minutos. 
5.- Centrifugar a 4 ºC durante 15 minutos.  
6.- Eliminar el máximo posible de sobrenadante.  
7.- Dejar secar 5 minutos a temperatura ambiente y resuspender en 42 µl de 1X 
Ambion SlideHyb Hybridization Buffer precalentado a 65 ºC durante 15 minutos.  
8.- Añadir 2 µl de agentes bloqueantes (RNA polyA / yeast tRNA). 
9.- Desnaturalizar durante 3 minutos a 95 ºC.  
10.- Centrifugar 1 segundo y aplicar la mezcla de hibridación sobre la cara impresa 
del microarray prehibridado.  
 
3. Material y Métodos 
60 
3.4.3 Hibridación y detección. 
 
Previo a la hibridación es preciso lavar y desnaturalizar la matriz de clones que constituye el 
Oncochip 12K y que está impresa sobre un portaobjetos de cristal químicamente tratado. 
Para ello son necesarios los siguientes reactivos, soluciones y materiales: 
 
? BSA (albúmina de suero bovino) 100 g SIGMA 6, SSC 20X y SDS 10% 
? Gel de sílice con indicador PANREAC  
? Hybrislips (cubre-objetos) SIGMA 22x60 mm ó 22x40  
? Cámaras de hibridación CORNING  
? Cajas opacas para 10 portas SHANDON  
? Solución SSC 20X: Disolver 175 g de cloruro sódico y 88 g de citrato sódico en 500 
ml de agua. Ajustar el pH a 7,0 con ácido clorhídrico 1 N. Llevar hasta 1 litro con 
agua. 
? Solución SDS 10%: Disolver 10 g de dodecilsulfato sódico (SDS) en 100 ml  
? Solución de prehibridación: mezclar secuencialmente 100 ml de agua, 40 ml de 
SSC 20X, 2 ml de SDS 10% y 400 µl de BSA 10% preparada previamente y 
repartida en alícuotas (guardar a -20 °C). Completar hasta 200 ml con agua. 
? Soluciones de lavado: se preparan 2 litros de cada solución por cada serie de 8 
cristales y se precalientan las soluciones a la temperatura empleada en la 
hibridación. Solución-1: 200 ml de SSC 20X y 100 ml de SDS 10%. Completar con 
agua hasta los 2 litros. Solución-2: 50 ml de SSC 20X y 100 ml de SDS 10%. 
Completar con agua hasta los 2 litros.  
 
Lavado de los cristales 
 
Este lavado evita la formación de los “cometas” (puntos de hibridación cuya fluorescencia se 
extiende más allá del área correspondiente a dichos puntos) tras la hibridación. 
  
1.- Incubar los cristales en SDS 0,1 % con agitación suave en un agitador orbital 
durante 5 minutos a temperatura ambiente.  
 2.- Repetir el lavado y enjuagarlos con agua.  
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Desnaturalización de las sondas  
 
 1.- Dejar los cristales en un baño de agua hirviendo durante 2 minutos.  
 2.- Enjuagar en agua a temperatura ambiente.  
3.- Introducir cada cristal en un tubo tipo Falcon de 50 ml con la etiqueta del código 
de barras del cristal hacia abajo.  
 4.- Centrifugar durante 5 minutos a 800 g para secar los cristales.  
 
Prehibridación  
 
 1.- Incubar los cristales en la solución de prehibridación durante 45-60 minutos a 65 
ºC.  
 2.- Lavar con agua a temperatura ambiente  
 3.- Desnaturalizar de nuevo hirviendo 2 minutos en agua.  
 4.- Lavar con agua a temperatura ambiente y volver a centrifugarlos en tubos Falcon.  
 
Hibridación  
 
 1.- Colocar un par de gotas de agua en los extremos de las cámaras de hibridación 
para mantener la humedad durante el proceso.  
 2.- Depositar la mezcla de hibridación sobre la cara impresa del cristal. Colocarla en 
 varias áreas del cristal para que la distribución sea homogénea.  
3.- Colocar el cubre-objetos evitando que se formen burbujas. Las burbujas más 
pequeñas pueden desaparecer durante la hibridación.  
 4.- Colocar el cristal en la cámara de hibridación y sellar la cámara de manera 
estanca.  
 5.- Incubar durante 15-20 horas a 42 ºC.  
 
Lavados  
 
Durante los lavados es de máxima importancia prevenir el secado de los cristales. También 
se recomienda proteger los cristales de la luz para evitar un descenso de la señal de los 
fluorocromos.  
 
1.- Abrir la cámara de hibridación y sumergir cada cristal en 50 ml de solución-1 de 
lavado  precalentado a 42 ºC para despegar el cubre-objetos. Se recomienda agitar 
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suavemente el cristal en la solución de lavado para facilitar el despegue del cubre.  
 2.- Lavar 15 minutos con 600 ml de solución-1. Dejar 10 minutos en el incubador a 
42 ºC y luego 5 minutos en el agitador orbital a temperatura ambiente.  
 3.- Repetir dos veces el lavado con solución-1.  
4.- Hacer 3 lavados de 15 minutos con solución-2. Se deja 10 minutos a 42 ºC con 
600 ml de solución-2 y luego en agitación a temperatura ambiente durante 5 
minutos.  
 5.- Centrifugar en tubos Falcon de 50 ml durante 5 minutos a 800 g.  
6.- Proteger los cristales de la luz hasta escanearlos con el escáner Scanarray 
5000XL (GSI  Lumonics, Kanata, Ontario, Canadá). Se recomienda escanear cuanto 
antes por si es preciso hacer más lavados o repetir el escaneo, de manera que se 
pierda el mínimo de señal.  
 
El escáner Scanarray 5000XL lee las señales emitidas por los fluoróforos Cy5 (cianina5) y 
Cy3 (cianina3) tras ser excitados por el láser del mismo a las longitudes de onda 635 nm y 
532 nm, respectivamente. Como resultado, genera dos archivos con la extensión gps. 
Posteriormente, estos archivos son volcados en el programa GenePix Pro 5.1 junto con un 
fichero que indica la posición específica de cada uno de los clones incluidos en el Oncochip 
12K. Esta plantilla de posición/clon es suministrada por la Unidad de Genómica del CNIO y 
es generada por el propio software del robot que imprime estas matrices de expresión 
“caseras”.  
 
3.4.4 La matriz de expresión Oncochip 12K. 
 
El Oncochip 12K es una matriz o microarray de ADN complementario generado por la 
Unidad de Genómica del CNIO. Está formado por 48 submatrices organizadas en 12 filas y 
4 columnas, y cada subunidad contiene 576 puntos de hibridación dispuestos en 24 filas y 
24 columnas. En total incluye 11.675 clones humanos (Research Genetics, Huntsville, AL) 
que representan 9.348 genes humanos y sub-secuencias de secuencias nucleotídicas que 
se transcriben pero que están aún sin caracterizar (expressed sequence tag o EST). Los 
genes representados en este microarray de expresión fueron seleccionados por su 
participación probada in vitro o in silico en el cáncer, por su relación con la respuesta a 
fármacos y/o por su expresión específica de tejido 
(http://www.cnio.es/UserFiles/File/Biotecnologia/Genomica/). Esta plataforma de alta 
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densidad, además, contiene controles internos de calidad y al menos, un duplicado por clon 
para garantizar la reproducibilidad y especificidad del ensayo. 
 
 
Figura 3.1: Esquema gráfico de los pasos principales para la obtención de los perfiles de expresión de las 
neoplasias tiroideas: a) Amplificación del ARN mensajero; b) Marcaje del ARNa; c) Hibridación competitiva entre 
el ARNa de una muestra problema y de una muestra referencia; d) Escaneo del microarray y cuantificación de 
las señales generadas por los dos fluorocromos para cada punto de la matriz. Estas señales pueden ser: verdes, 
amarillas o rojas, de forma que una señal verde indica que el clon hibridado se expresa más en la muestra de 
referencia que en la muestra problema (clon A), una señal roja justamente lo contrario (clon C), y una amarilla, 
señala que la expresión del clon en las dos muestras es muy similar (clon B); y e) Análisis mediante el software 
GEPAS para transformar los datos generados por el Oncochip 12K en resultados. 
 
3.5 Análisis de los datos de expresión obtenidos con la plataforma Oncochip 12K. 
 
La tecnología de los microarrays permite monitorizar los niveles de expresión de miles de 
genes en paralelo bajo diseños experimentales que incluyen distintas condiciones biológicas 
(Herrero et al., 2003), representadas en este estudio por los diferentes subtipos de 
neoplasias tiroideas.  
 
Los datos generados por estas herramientas de alta densidad se almacenan en tablas con 
miles de líneas, correspondientes a los datos de expresión de cada uno de los clones 
hibridados en la matriz, y columnas, cada una de las cuales representa el transcriptoma de 
una única muestra. 
 
 b) Marcaje del ARNa 
Referencia-Cy3 
Expresión del clon A 
Expresión del clon B 
Expresión del clon C 
Problema-Cy5 
Expresión del clon A 
Expresión del clon B 
Expresión del clon C 
Oncochip 
K12 
 c) Hibridación competitiva 
RESULTADOS 
e) Análisis de los datos 
(GEPAS) 
a) Amplificación del ARN mensajero 
clon C 
clon B 
clon A 
d) Escaneo del microarray y cuantificación (GenePix Pro 5.1) 
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La transformación de estos datos en resultados con un significado biológico, requiere el uso 
de programas bioinformáticos diseñados para este fin concreto y el manejo de multitud de 
bases de datos con información funcional sobre los genes destacados durante el proceso 
de análisis.  
 
En este apartado se detalla el procedimiento seguido para la normalización y preprocesado 
de los datos de expresión de los tejidos tiroideos incluidos en la tesis, así como las 
herramientas y programas empleados en los distintos análisis. 
 
3.5.1 Normalización y preprocesado de los datos de expresión. 
 
Mediante el programa de análisis GenePix Pro 5.1 se cuantificaron los ratios de los 
fluoróforos Cy5/Cy3 para cada uno de los puntos de la matriz de expresión y se 
transformaron logarítmicamente (logaritmo en base 2), con el fin de obtener una distribución 
simétrica de los datos. A continuación, se normalizaron siguiendo el método LOWESS (Al-
Shahrour et al., 2006) incluido en el programa de análisis de datos de expresión GEPAS 
(Gene Expression Pattern Analysis Suite, http://gepas3.bioinfo.cipf.es/). Además, se sustrajo 
la mitad de la media de la señal de fondo existente para cada uno de los puntos de 
hibridación del array, lo que evita sobrestimar las señales. Los puntos presentes en áreas 
defectuosas de la matriz, así como aquellos que presentaban morfología de halo o con 
intensidades (suma de las medias de los dos canales) menores a la suma de la medias del 
fondo, se consideraron valores perdidos. Las réplicas inconsistentes (aquéllas que distan de 
la mediana de las réplicas más del umbral establecido) se descartaron y se hizo media de 
los duplicados consistentes. Se eliminaron aquellos clones cuyos datos de expresión 
estuvieran perdidos en uno o más arrays dentro de la serie de casos analizada. 
 
3.5.2 Identificación de los genes cuyos cambios de expresión se asocian a la 
pérdida de diferenciación y al aumento de la agresividad de los carcinomas 
tiroideos.  
 
Para identificar transcritos específicamente relacionados con la pérdida de diferenciación de 
la célula folicular tiroidea, así como con el aumento de la agresividad de los carcinomas 
tiroideos, se realizaron comparaciones por pares de los perfiles de expresión de los tumores 
anaplásicos y los pobremente diferenciados frente a cada una de los subtipos de los 
tumores bien diferenciados (FTC y PTC). El estadístico utilizado para esta comparación fue 
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el test de la t de Student de la herramienta T-REX de GEPAS, que realiza un test de la t 
para las diferencias en la expresión media de cada uno de los clones al comparar dos 
grupos de arrays entre sí (Montaner et al., 2006). Al tratarse de un test múltiple hubo que 
corregir los p-valores obtenidos para cada comparación, lo que se llevó a cabo con el 
método de control de los falsos positivos de Benjamini y Hochberg (false discovery rate o 
FDR) (Benjamini et al., 1995). Este test ajusta el valor de la p en función del número de 
análisis que se esté realizando (en este caso el número de clones) y la posición que ocupe 
dicha p en el listado total de análisis ordenado de mayor a menor grado de significación: 
FDR= Valor de la p x (Nº de análisis / Posición en el listado de análisis según significación). 
 
Aquellos clones que mostraron un FDR menor a 0,15 y una diferencia en la expresión entre 
las clases tumorales comparadas igual o mayor a 2 veces, se consideraron expresados de 
forma significativamente diferencial entre las dos clases comparadas.  
 
De forma más concreta, se consideraron asociados a la pérdida de diferenciación, aquellos 
clones cuyas diferencias de expresión fueron significativas tanto en la comparación 
ATC/PDTC versus PTC, como en la de ATC/PDTC versus FTC, siendo el sentido de la 
expresión el mismo en ambos análisis (Figura 3.2).  
 
 
 
Figura 3.2: Esquema aclaratorio de la estrategia seguida para la identificación de genes cuya sobre- o sub-
expresión se asocia de forma específica bien a la pérdida de diferenciación de los tumores ATC/PDTC, bien al 
subtipo tumoral PTC o al subtipo FTC. 
 
3.5.3 Perfil funcional del proceso de pérdida de diferenciación. 
 
Una de las estrategias más potentes en el descubrimiento de los procesos biológicos 
diferencialmente regulados entre clases tumorales es el análisis por Gene Set Enrichment 
ATC/PDTC 
vs PTC 
ATC/PDTC 
vs FTC 
Pérdida de diferenciación 
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(GSEA) descrito por (Mootha et al., 2003). GSEA se basa en el estudio de la distribución de 
conjuntos de genes con una misma característica funcional a lo largo de una lista de genes 
ordenados según su expresión diferencial entre dos clases de tejidos, situaciones clínicas u 
otras condiciones.  
 
Asimismo, en este estudio se ordenaron los clones según su expresión diferencial entre 
ATC/PDTC y WDTC, corrigiendo mediante el programa bioestadístico Limma 
(Bioconductor,(Gentleman et al., 2004) posibles efectos debidos a una distribución 
asimétrica del género y la edad entre las clases. Como este análisis fue más complejo que 
las situaciones para las que el programa GSEA estaba en principio destinado (estudios 
caso-control), se utilizaron los programas FatiScan y el FatiGOplus. Estas herramientas 
bioinformáticas están incorporadas al software Babelomics (Al-Shahrour et al 2006) 
(http://babelomics2.bioinfo.cipf.es/) y permiten evaluar diferentes términos biológicos 
extraídos de distintas bases de datos como: Gene Ontology, KEGG pathways, Biocarta, 
Transfac, CisRed, miRbase targets, y otras. A continuación se detallan las utilizadas en este 
análisis: 
 
Gene Ontology (GO): es una base de datos diseñada con el fin de estandarizar la 
nomenclatura de los procesos biológicos, funciones moleculares y la localización 
subcelular de los productos de los genes conocidos. GO representa el conocimiento 
biológico como un árbol, de manera que los nodos superiores representan los 
conceptos más generales y los inferiores los más precisos. 
KEGG pathway (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes): es una colección de 
mapas de rutas generadas manualmente que representan el conocimiento existente 
sobre interacciones moleculares y redes de reacciones metabólicas, procesado de 
información genética, procesado de información ambiental, procesos celulares y 
enfermedades humanas. 
Biocarta pathways: es un conjunto de modelos gráficos dinámicos que muestran 
cómo interaccionan las proteínas. Estos mapas se renuevan constantemente de 
acuerdo a nueva información proteómica. 
 
Finalmente, se completó este estudio de enriquecimiento funcional de los genes expresados 
diferencialmente, con búsquedas exhaustivas en las bases de datos de bibliografía 
(PubMed) y de genes (Entrez Gene) del NCBI (Centro Nacional de Información 
Biotecnológica de los Estados Unidos, www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
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3.5.4 Identificación de un “predictor" de prognosis clínica. 
 
Un predictor es una herramienta matemática que utiliza diferentes conjuntos de datos (los 
transcriptomas) correspondientes a diferentes clases de objetos (tumores tiroideos) para 
aprender a distinguir entre éstas clases. El aspecto más importante de este proceso de 
aprendizaje es la evaluación del clasificador generado. Esto se realiza mediante un 
procedimiento denominado validación cruzada. 
 
En este sentido, se utilizó el programa Prophet (Medina et al., 2007), incluido en el paquete 
de herramientas GEPAS para construir un clasificador de pronóstico clínico a partir de 
tumores primarios tiroideos. Prophet se basa en un esquema de validación cruzada 
especialmente diseñada para producir errores de validación imparciales e incorpora 
diferentes métodos para la selección de genes y la predicción. En este estudio, se utilizó el 
algoritmo SVM (Support Vector Machines) (Brown et al., 2000) con el método Kernel de 
función de bases radiales para generar la regla de clasificación de los tumores, y el F-ratio 
para seleccionar el mínimo número de genes que mejor clasificaban los casos de acuerdo a 
la clase a la que debían pertenecer.  
 
Este análisis se realizó a partir de los perfiles de expresión de todos los tumores 
anaplásicos, los pobremente diferenciados y los tumores bien diferenciados, clasificados de 
acuerdo a su pronóstico. De este modo, se consideraron carcinomas tiroideos de mal 
pronóstico (PPTC) los ATC, PDTC y los WDTC con recurrencia y/o metástasis en el 
seguimiento, y de buen pronóstico (NPPTC) los WDTC que no presentaron recurrencia ni 
metástasis en el seguimiento. 
 
Los resultados de este predictor fueron visualizados con el programa Tree View de GEPAS 
(Herrero et al., 2001) tras realizar un agrupamiento o clustering jerárquico no supervisado 
únicamente con los datos de expresión de los genes de la firma molecular. Para ello se 
utilizó la herramienta Clustering incluida en GEPAS, de manera que se utilizó la distancia 
euclídea para calcular las distancias entre los genes, y la correlación linear para calcular las 
distancias entre los tumores. El método de clustering aplicado fue el algoritmo UPGMA 
(Unweighted pair-group method using arithmetic averages). 
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3.5.5 Determinación de redes génicas asociadas de forma específica a las 
mutaciones tempranas más frecuentes de los tumores tiroideos. 
 
Para llevar a cabo este análisis fue necesario comparar por pares los casos de acuerdo a la 
mutación temprana presente en éstos (BRAF, RET/PTC1 o NRAS). Para ello se siguió la 
metodología explicada en el apartado 3.5.2, y se consideraron genes específicos de cada 
clase aquellos que se expresaban de forma diferencial (> 2 veces) todas las comparaciones 
por pares de una clase con respecto el resto. De esta forma, se obtuvo una lista de genes 
diferencialmente expresados y específicos para cada mutación analizada.  
 
 
Figura 3.3: Esquema gráfico de la estrategia seguida para determinar los genes que se asocian de forma 
específica a cada tipo de tumor de acuerdo a la mutación temprana que presenten. 
 
A continuación, se hizo un enriquecimiento funcional de estas listas de genes mediante la 
herramienta SNOW incluida en el programa Babelomics (http://babelomics2.bioinfo.cipf.es). 
SNOW permite chequear mediante el test de Kolgomorov-Smirnov, la existencia de un 
número significativo de interacciones proteicas para un grupo de genes preseleccionados 
con respecto un grupo de referencia. Para ello utiliza una base de datos de interactomas 
construida mediante el programa PIANA (Protein Interactions and Network Analysis), que 
permite integrar diferentes fuentes de información relativas a interacciones proteicas 
(Aragues et al., 2006). Las bases de datos integradas son: BIND (Biomolecular Interaction 
Network Database), DIP (Database of Interactin Proteins), RPD (Rice Proteome Database) y 
MIPS (Mammalian Protein-Protein Interaction Database), así como interacciones descritas 
en publicaciones científicas. 
 
BRAF vs RET/PTC1 
NRAS vs 
RET/PTC1 
BRAF vs 
NRAS 
Genes específicos de BRAF 
Genes específicos de NRAS 
Genes específicos de RET/PTC1 
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Además, con esta herramienta se pueden identificar genes/proteínas (nodos) que estén 
muy centrados dentro del interactoma. Estos “nodos” concentran muchas conexiones 
interproteicas del interactoma, lo que les hace especialmente relevantes para el 
funcionamiento del sistema general de la célula.  
 
Adicionalmente y para complementar el estudio anterior, se utilizó la base de datos STRING 
(Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins, http://string.embl.de/). STRING 
es una base de datos de interacciones proteicas conocidas y predichas, que incluye 
asociaciones directas (físicas) e indirectas (funcionales) y que integra la información 
relativa: al contexto genómico, experimentos de alta densidad, co-expresión y bibliografía de 
los genes/proteínas de interés (von Mering et al., 2005).  
 
Por otro lado, se realizó una comparación por pares de cada una de las series tumorales 
anteriores con una serie de 3 tejidos normales (N) de pacientes que no padecían ninguna 
patología tiroidea. Esto sirvió para reconocer qué genes específicos de cada tipo tumoral, 
además se expresaban diferencialmente con respecto el tejido normal y por lo tanto, se 
presentaban como buenos marcadores de tumor y de subtipo tumoral de acuerdo a la 
mutación. 
 
Finalmente, se realizó un clustering jerárquico no supervisado (como se explica en el 
apartado anterior) con los datos de expresión de estos marcadores incluyendo todos los 
carcinomas bien diferenciados con o sin mutación, así como los adenomas.  
 
3.5.6 Identificación de genes involucrados en la evolución del adenoma folicular 
a carcinoma folicular tiroideo. 
 
Se analizaron por pares los perfiles de expresión de los FA, FTC y tejidos normales (N) 
siguiendo la metodología del apartado 3.5.2. Se consideró que aquellos genes que 
presentaran diferencias de expresión significativas (FDR<0,15 y >2 veces de diferencia de 
expresión) en la comparación FTC versus N o FA versus N, y a su vez, expresión diferencial 
superior a 2 veces en la comparación FA versus FTC, serían genes potencialmente 
involucrados en la carcinogénesis de los tumores foliculares.  
 
Los perfiles de expresión de estos genes fueron visualizados con el programa Tree View de 
GEPAS (Herrero et al, 2001) del mismo modo que en el apartado 3.5.4. 
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Para este estudio se incluyó el carcinoma folicular 05T216 no incluido en los análisis previos 
por tratarse de un carcinoma folicular oxifílico y RAS negativo, pero necesario en este caso 
para enriquecer la serie de FTC. Además, se excluyó el FTC_04T232, por presentar un 
diagnóstico controvertido (posible FVPTC). 
 
3.6 Validación de los resultados obtenidos a partir de la matriz de expresión 
Oncochip 12K. PCR cuantitativa a tiempo real (RT-PCR) y búsquedas 
bibliográficas. 
 
En primer lugar, se validaron los resultados del array de expresión para el análisis de los 
ATC/PDTC frente a los WDTC mediante RT-PCR cuantitativa. Para ello, se seleccionaron 
cuatro genes al azar de la firma molecular de mal pronóstico y se analizó la expresión de 
cada uno en 22 de las 44 muestras incluidas en el estudio. La retrotranscripción del ARN a 
ADN complementario se llevó a cabo según se indica en el apartado 3.3.3, pero en este 
caso se utilizó Oligo dT(23) (SIGMA) en lugar de hexámeros aleatorios. Se emplearon 
sondas específicas de Applied Biosystems para cuantificar el producto amplificado y se usó 
el sistema de detección y cuantificación de ABI Prism 7000. Todos los ensayos se 
realizaron por triplicado, y los niveles relativos de ADNc se determinaron de acuerdo a la 
expresión del control interno gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenada (GAPDH). Además, 
se utilizaron cinco controles de tejido normal tiroideo para generar las curvas estándar. 
 
En segundo lugar, se realizó una validación bibliográfica. Ésta consistió en comprobar que 
los resultados de expresión obtenidos con el Oncochip 12K ratificaban la expresión de 
marcadores moleculares descritos en series independientes de tumores para los distintos 
tipos de carcinoma tiroideo. 
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La serie de casos incluida inicialmente en el estudio constaba de 81 tejidos independientes 
correspondientes a carcinomas tiroideos y adenomas foliculares. Sin embargo, los análisis 
finales se realizaron con sólo 57 tejidos (70,4%) (7 ATC, 6 PDTC, 7 FTC, 24 PTC y 13 FA). 
El resto (29,6%) fue excluído por su bajo contenido en células neoplásicas y/o una mala 
calidad del material biológico, o por tratarse de tumores oxifílicos (tumores con 
particularidades citológicas concretas que pueden presentar distintos patrones histológicos). 
4.1 Estudio de las mutaciones tempranas. 
 
Teniendo en cuenta los 57 tumores incluidos en el análisis, encontramos mutaciones en 28 
de ellos (49,1%): 12 fueron positivos para mutaciones puntuales en el oncogen NRAS 
(42,9%), 12 para BRAF (42,9%) y 4 presentaron el reordenamiento RET/PTC1 (14,3%) 
(Tabla 4.1). Los 5 PTC NRAS positivos fueron PTC variante folicular. 
 
El estudio de las mutaciones en BRAF y NRAS a partir de ADN complementario, confirmó la 
expresión del alelo mutado en el 100% de los tumores testados que fueron positivos para 
dicha mutación en el ADN genómico. No se detectó el reordenamiento PAX8/PPARγ entre 
las muestras susceptibles de tener esta alteración. Sin embargo, no se puede descartar la 
presencia de este gen quimera entre los casos ya que no se dispuso de un control positivo 
para optimizar las condiciones de las PCRs relativas a este reordenamiento, y además, no 
se realizó ningún ensayo a partir del ADN genómico tumoral que confirmara la ausencia de 
esta mutación. 
 
Tabla 4.1: Tumores positivos para alguna de las mutaciones tempranas analizadas y detalle de las mismas. 
Código del Tumor Subtipo del Tumor Mutación 
04T100 PTC NRAS p.Gln61Arg 
04T103 ATC NRAS p.Gln61Arg 
05T208 PTC NRAS p.Gln61Arg 
04T229 FTC NRAS p.Gln61Arg 
05T215 PTC NRAS p.Gln61Arg 
05T218 PTC NRAS p.Gln61Arg 
04T97 PDTC NRAS p.Gln61Arg 
04T249 ATC NRAS p.Gln61Arg 
05T226 FA NRAS p.Gln61Arg 
04T131 FA NRAS p.Gln61Arg 
04T127 FA NRAS p.Gln61Leu 
05T220 FA NRAS p.Gln61Lys 
04T223 PTC BRAF p.Val600Glu 
05T223 PTC BRAF p.Val600Glu 
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Código del Tumor Subtipo del Tumor Mutación 
05T224 PTC BRAF p.Val600Glu 
04T112 PTC BRAF p.Val600Glu 
04T115 PTC BRAF p.Val600Glu 
04T123 PTC BRAF p.Val600Glu 
04T251 PTC BRAF p.Val600Glu 
04T111 PTC BRAF p.Val600Glu 
05T210 PTC BRAF p.Val600Glu 
04T233 PTC BRAF p.Val600Glu 
05T205 PDTC BRAF p.Val600Glu 
05T230 PTC BRAF p.Val600Glu 
04T138 ATC RET/PTC1 
05T229 PTC RET/PTC1 
04T116 PTC RET/PTC1 
04T117 PTC RET/PTC1 
 
4.2 Perfil de expresión específico de cada una de las mutaciones tempranas 
estudiadas. 
 
Se asumió que los genes con expresión significativamente diferente tanto para la 
comparación de los tumores BRAF positivos frente a los RET/PTC1 positivos, como para la 
comparación de los BRAF positivos frente a los NRAS positivos, estaban involucrados en 
los procesos biológicos activados por la mutación BRAF p.Val600Glu en la carcinogénesis 
de estas neoplasias, de acuerdo a la figura 3.3 (en la sección de Material y Métodos). De 
esta forma, se encontraron sólo 6 genes que se sobre-expresaban siempre en los tumores 
BRAF positivos y 7 que se sub-expresaban también siempre en los tumores BRAF 
positivos, con un FDR< 0,15 en ambas comparaciones (Tabla 4.2). 
 
De igual modo se asumió para los tumores RET/PTC1 positivos y NRAS positivos, de 
manera que se encontraron 16 genes sobre-expresados y 12 genes sub-expresados para 
los tumores RET/PTC1 positivos (FDR<0,15), y 68 genes sobre-expresados y 81 genes 
sub-expresados para los tumores NRAS (FDR<0,15) (Tabla 4.2). 
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Tabla 4.2: Número de genes con un FDR <0,15 y >2 veces de diferencia de expresión en valor absoluto 
comunes a las comparaciones por pares de las clases tumorales de acuerdo a su genotipo. 
  BRAF vs RET/PTC1 NRAS vs RET/PTC1 BRAF vs NRAS 
BRAF vs RET/PTC1 59 28 13 
NRAS vs RET/PTC1 28 392 149 
BRAF vs NRAS 13 149 469 
Negro: Número de genes diferencialmente expresados para cada una de las comparaciones; Rojo: 
genes específicos de los tumores RET/PTC1 positivos; Azul: genes específicos de los tumores BRAF 
positivos; Morado: genes específicos de los tumores NRAS positivos 
 
En las tablas 4.3, 4.4 y 4.5 se muestran los genes específicos de cada mutación que 
además se expresaron diferencialmente con respecto el tejido normal. Además se incluyen 
genes que aun no llegando a un FDR<0,15 para alguna de las comparaciones específicas 
de mutación, pueden ser de interés teniendo en cuenta el número de veces que varía el 
valor de expresión entre clases para dichos genes. Asimismo, en la tabla 4.6 se exponen 
genes que  presentaron diferencias de expresión tanto para los tumores BRAF positivos 
como para los RET/PTC1 positivos con respecto los NRAS positivos. 
 
Finalmente, en la figura 4.1 se visualizan los perfiles de expresión de estos marcadores 
para todos los carcinomas bien diferenciados con o sin mutación, así como para los 
adenomas foliculares. De esta forma, es posible distinguir dos grupos principales entre los 
casos de acuerdo, fundamentalemente, a la arquitectura histológica: folicular o papilar 
 
 
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
Ta
bl
a 
4.
3:
 G
en
es
 in
vo
lu
cr
ad
os
 e
n 
lo
s 
pr
oc
es
os
 c
ar
ci
no
gé
ni
co
s 
de
 lo
s 
tu
m
or
es
 ti
ro
id
eo
s 
B
R
A
F 
po
si
tiv
os
. 
B
R
A
F 
vs
 R
ET
PT
C
1 
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
PT
C
1 
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 U
ni
ge
ne
# ) 
es
ta
dí
st
ic
o*
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
C
IT
E
D
1 
C
bp
/p
30
0-
in
te
ra
ct
in
g 
tra
ns
ac
tiv
at
or
 1
 (M
el
an
oc
yt
e-
sp
ec
ifi
c 
pr
ot
ei
n 
1)
 (1
93
 a
a)
 
5,
05
+  
0,
06
 
2,
80
 
0,
10
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
4,
08
 
0,
02
-0
,2
6 
0,
92
1,
48
 
0,
51
 
C
D
K
7 
C
el
l d
iv
is
io
n 
pr
ot
ei
n 
ki
na
se
 7
 (E
C
 2
.7
.1
.3
7)
 (C
D
K
-
ac
tiv
at
in
g 
ki
na
se
) (
C
A
K
) (
TF
IIH
 b
as
al
 tr
an
sc
rip
tio
n 
fa
ct
or
 
co
m
pl
ex
 k
in
as
e 
su
bu
ni
t) 
(3
9 
kD
a 
pr
ot
ei
n 
ki
na
se
) (
P
39
 
M
o1
5)
 (S
TK
1)
 (C
A
K
1)
 (3
46
 a
a)
 
4,
96
 
0,
06
 
2,
82
 
0,
10
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
2,
10
 
0,
22
-0
,6
1 
0,
79
0,
42
 
0,
89
 
P
N
M
A
1 
P
ar
an
eo
pl
as
tic
 a
nt
ig
en
 M
a1
 (N
eu
ro
n-
 a
nd
 te
st
is
-s
pe
ci
fic
 
pr
ot
ei
n 
1)
 (3
7 
kD
a 
ne
ur
on
al
 p
ro
te
in
) (
35
3 
aa
) 
4,
50
 
0,
08
 
2,
80
 
0,
10
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
4,
96
 
0,
01
1,
45
 
0,
52
1,
69
 
0,
42
 
D
S
C
2 
D
es
m
oc
ol
lin
-2
 p
re
cu
rs
or
 (D
es
m
os
om
al
 g
ly
co
pr
ot
ei
n 
II 
an
d 
III
) (
D
es
m
oc
ol
lin
-3
) (
90
1 
aa
) 
4,
37
 
0,
08
 
4,
22
 
0,
01
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
1,
04
 
0,
61
-1
,8
7 
0,
42
-2
,2
6 
0,
25
 
TD
R
K
H
 
Tu
do
r a
nd
 K
H
 d
om
ai
n 
co
nt
ai
ni
ng
 p
ro
te
in
 (5
61
 a
a)
 
3,
28
 
0,
20
 
2,
85
 
0,
10
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
3,
59
 
0,
03
1,
29
 
0,
56
1,
49
 
0,
50
 
A
B
TB
2 
A
nk
yr
in
 re
pe
at
 a
nd
 B
TB
/P
O
Z 
do
m
ai
n 
co
nt
ai
ni
ng
 p
ro
te
in
 
2 
(8
39
 a
a)
 
3,
17
 
0,
20
 
5,
45
 
0,
00
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
4,
59
 
0,
01
2,
42
 
0,
35
1,
36
 
0,
55
 
S
G
P
L1
 
S
ph
in
go
si
ne
-1
-p
ho
sp
ha
te
 ly
as
e 
1 
(E
C
 4
.1
.2
.2
7)
 (S
P
-
ly
as
e)
 (h
S
P
L)
 (S
ph
in
go
si
ne
-1
-p
ho
sp
ha
te
 a
ld
ol
as
e)
 
(5
61
 a
a)
 
3,
02
 
0,
25
 
3,
10
 
0,
07
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
3,
78
 
0,
03
-0
,1
2 
0,
96
0,
08
 
0,
99
 
M
M
P
26
 
M
at
rix
 m
et
al
lo
pr
ot
ei
na
se
-2
6 
pr
ec
ur
so
r (
E
C
 3
.4
.2
4.
-)
 
(M
M
P
-2
6)
 (M
at
ril
ys
in
-2
) (
E
nd
om
et
as
e)
 (2
61
 a
a)
 
2,
93
 
0,
27
 
2,
88
 
0,
09
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
2,
56
 
0,
13
1,
06
 
0,
63
0,
74
 
0,
79
 
R
X
R
A
 
R
et
in
oi
c 
ac
id
 re
ce
pt
or
 R
X
R
-a
lp
ha
 (R
et
in
oi
d 
X
 re
ce
pt
or
 
al
ph
a)
 (4
53
 a
a)
 
2,
73
 
0,
30
 
2,
88
 
0,
09
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
2,
45
 
0,
15
0,
85
 
0,
70
0,
04
 
0,
99
 
IK
 
R
ed
 p
ro
te
in
 (R
E
R
 p
ro
te
in
) (
IK
 fa
ct
or
) (
C
yt
ok
in
e 
IK
) 
(5
56
 a
a)
 
2,
60
 
0,
33
 
3,
17
 
0,
06
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
2,
32
 
0,
17
-0
,2
4 
0,
92
-1
,6
2 
0,
45
 
C
A
LR
 
C
al
re
tic
ul
in
 p
re
cu
rs
or
 (C
R
P
55
) (
C
al
re
gu
lin
) (
H
A
C
B
P
) 
(E
R
p6
0)
 (g
rp
60
) (
41
7 
aa
) 
-2
,6
8 
0,
31
 
-4
,2
0 
0,
01
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
-1
,9
5 
0,
27
-0
,9
7 
0,
66
-0
,2
1 
0,
96
 
76
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
B
R
A
F 
vs
 R
ET
PT
C
1 
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
PT
C
1 
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 U
ni
ge
ne
) 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
S
N
A
I1
 
Zi
nc
 fi
ng
er
 p
ro
te
in
 S
N
A
I1
 (S
na
il 
pr
ot
ei
n 
ho
m
ol
og
) (
S
na
 
pr
ot
ei
n)
 (2
64
 a
a)
 
-2
,7
8 
0,
30
 
-2
,5
1 
0,
15
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
-8
,1
4 
0,
00
-4
,0
4 
0,
22
-3
,1
1 
0,
10
 
W
FS
1 
W
ol
fra
m
in
 (8
90
 a
a)
 
-2
,7
9 
0,
30
 
-6
,9
8 
0,
00
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
-4
,9
7 
0,
01
-2
,7
0 
0,
31
-1
,7
2 
0,
41
 
S
Y
N
E
1 
N
es
pr
in
-1
 (N
uc
le
ar
 e
nv
el
op
e 
sp
ec
tri
n 
re
pe
at
 p
ro
te
in
 1
) 
(S
yn
ap
tic
 n
uc
le
ar
 e
nv
el
op
e 
pr
ot
ei
n 
1)
 (S
yn
e-
1)
 (M
yo
cy
te
 
nu
cl
ea
r e
nv
el
op
e 
pr
ot
ei
n 
1)
 (M
yn
e-
1)
 (E
na
pt
in
) 
(8
79
7 
aa
) 
-3
,3
3 
0,
19
 
-3
,6
2 
0,
03
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
-3
,1
6 
0,
06
-2
,1
2 
0,
38
-1
,6
2 
0,
45
 
TG
FB
R
2 
TG
F-
be
ta
 re
ce
pt
or
 ty
pe
 II
 p
re
cu
rs
or
 (E
C
 2
.7
.1
.3
7)
 
(T
G
FR
-2
) (
TG
F-
be
ta
 ty
pe
 II
 re
ce
pt
or
) (
56
7 
aa
) 
-4
,3
8 
0,
08
 
-3
,0
7 
0,
07
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
-6
,8
3 
0,
00
-4
,3
4 
0,
22
-4
,3
4 
0,
02
 
S
G
K
1 
S
er
in
e/
th
re
on
in
e-
pr
ot
ei
n 
ki
na
se
 S
gk
1 
(E
C
 2
.7
.1
.3
7)
 
(S
er
um
/g
lu
co
co
rti
co
id
-r
eg
ul
at
ed
 k
in
as
e 
1)
 (4
31
 a
a)
 
-4
,4
0 
0,
08
 
-3
,4
8 
0,
04
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
-2
,9
0 
0,
08
0,
42
 
0,
86
-0
,3
5 
0,
91
 
S
TK
25
 
S
er
in
e/
th
re
on
in
e-
pr
ot
ei
n 
ki
na
se
 2
5 
(E
C
 2
.7
.1
.3
7)
 (S
te
ril
e 
20
/o
xi
da
nt
 s
tre
ss
-r
es
po
ns
e 
ki
na
se
 1
) (
S
te
20
/o
xi
da
nt
 
st
re
ss
 re
sp
on
se
 k
in
as
e 
1)
 (S
O
K
-1
) (
S
te
20
-li
ke
 k
in
as
e)
 
(4
26
 a
a)
 
-4
,8
5 
0,
06
 
-3
,9
4 
0,
02
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
-0
,5
6 
0,
81
0,
10
 
0,
96
0,
41
 
0,
89
 
C
Y
R
61
 
C
Y
R
61
 p
ro
te
in
 p
re
cu
rs
or
 (C
ys
te
in
e-
ric
h,
 a
ng
io
ge
ni
c 
in
du
ce
r, 
61
) (
In
su
lin
-li
ke
 g
ro
w
th
 fa
ct
or
-b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 
10
) (
G
IG
1 
pr
ot
ei
n)
 (3
81
 a
a)
 
-5
,3
5 
0,
04
 
-2
,7
5 
0,
11
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
-0
,7
5 
0,
73
0,
81
 
0,
72
0,
32
 
0,
92
 
M
K
N
K
2 
M
A
P
 k
in
as
e-
in
te
ra
ct
in
g 
se
rin
e/
th
re
on
in
e-
pr
ot
ei
n 
ki
na
se
 2
 
(E
C
 2
.7
.1
.3
7)
 (M
A
P
 k
in
as
e 
si
gn
al
-in
te
gr
at
in
g 
ki
na
se
 2
) 
(M
nk
2)
 (4
65
 a
a)
 
-5
,4
2 
0,
04
 
-3
,4
3 
0,
05
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5 
-1
,1
8 
0,
55
0,
78
 
0,
73
0,
62
 
0,
82
 
# 
B
as
e 
de
 d
at
os
 d
el
 N
C
B
I q
ue
 d
a 
un
a 
vi
si
ón
 o
rg
an
iz
ad
a 
de
l t
ra
ns
cr
ip
to
m
a 
de
 d
ife
re
nt
es
 e
sp
ec
ie
s 
(w
w
.n
cb
i.n
lm
.n
ih
.g
ov
/U
ni
G
en
e)
 
*D
ife
re
nc
ia
s 
de
 e
xp
re
si
ón
 e
nt
re
 c
la
se
s 
en
 n
úm
er
o 
de
 v
ec
es
. S
i e
l v
al
or
 e
s 
ne
ga
tiv
o 
qu
ie
re
 d
ec
ir 
qu
e 
es
e 
ge
n 
se
 s
ub
-e
xp
re
sa
 p
ar
a 
la
 c
la
se
 tu
m
or
al
 q
ue
 s
e 
m
en
ci
on
a 
pr
im
er
o 
en
 e
l e
nu
nc
ia
do
 d
e 
la
 
co
lu
m
na
 c
or
re
sp
on
di
en
te
, y
 s
i e
s 
po
si
tiv
o 
es
 q
ue
 s
e 
so
br
e-
ex
pr
es
a 
pa
ra
 la
 m
is
m
a 
cl
as
e 
tu
m
or
al
. 
+ L
ey
en
da
 d
el
 c
ód
ig
o 
de
 c
ol
or
es
; r
oj
o:
 g
en
es
 s
ob
re
-e
xp
re
sa
do
s 
co
n 
FD
R
<0
,1
5;
 n
ar
an
ja
: 
ge
ne
s 
so
br
e-
ex
pr
es
ad
os
 c
on
 F
D
R
≥0
,1
5;
 a
zu
l o
sc
ur
o:
 g
en
es
 s
ub
-e
xp
re
sa
do
s 
co
n 
FD
R
<0
,1
5;
 a
zu
l c
la
ro
: 
ge
ne
s 
su
b-
ex
pr
es
ad
os
 c
on
 F
D
R
≥0
,1
5.
 
77
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
Ta
bl
a 
4.
4:
 G
en
es
 in
vo
lu
cr
ad
os
 e
n 
lo
s 
pr
oc
es
os
 c
ar
ci
no
gé
ni
co
s 
de
 lo
s 
tu
m
or
es
 ti
ro
id
eo
s 
N
R
A
S
 p
os
iti
vo
s.
 
B
R
A
F 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 U
ni
ge
ne
# ) 
es
ta
dí
st
ic
o*
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
FG
F1
2 
Fi
br
ob
la
st
 g
ro
w
th
 fa
ct
or
 1
2 
(F
G
F-
12
) (
Fi
br
ob
la
st
 
gr
ow
th
 fa
ct
or
 h
om
ol
og
ou
s 
fa
ct
or
 1
) (
FH
F-
1)
 
(M
yo
cy
te
-a
ct
iv
at
in
g 
fa
ct
or
) (
24
3 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-4
,5
5+
 
0,
01
 
4,
54
 
0,
04
 
0,
05
 
0,
98
0,
38
 
0,
88
3,
44
 
0,
07
 
S
FR
S
8 
S
pl
ic
in
g 
fa
ct
or
, a
rg
in
in
e/
se
rin
e-
ric
h 
8 
(S
up
pr
es
so
r o
f 
w
hi
te
 a
pr
ic
ot
 p
ro
te
in
 h
om
ol
og
) (
95
1 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-4
,4
3 
0,
01
 
4,
38
 
0,
04
 
-0
,8
1 
0,
71
-0
,5
6 
0,
81
1,
52
 
0,
49
 
TN
IP
1 
N
ef
-a
ss
oc
ia
te
d 
fa
ct
or
 1
 (N
af
1)
 (T
N
FA
IP
3-
in
te
ra
ct
in
g 
pr
ot
ei
n 
1)
 (H
IV
-1
 N
ef
 in
te
ra
ct
in
g 
pr
ot
ei
n)
 (V
iri
on
-
as
so
ci
at
ed
 n
uc
le
ar
 s
hu
ttl
in
g 
pr
ot
ei
n)
 (V
A
N
) (
hV
A
N
) 
(N
ip
40
-1
) (
63
8 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-2
,6
4 
0,
13
 
4,
03
 
0,
05
 
0,
61
 
0,
79
-0
,6
5 
0,
78
3,
38
 
0,
07
 
A
B
C
C
10
 
A
TP
-b
in
di
ng
 c
as
se
tte
, s
ub
-fa
m
ily
 C
, m
em
be
r 1
0 
(1
51
3 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-2
,5
2 
0,
15
 
4,
00
 
0,
05
 
0,
66
 
0,
77
-0
,7
9 
0,
73
2,
80
 
0,
14
 
V
A
V
3 
V
av
-3
 p
ro
te
in
 (8
47
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-4
,5
8 
0,
01
 
3,
97
 
0,
05
 
-0
,5
4 
0,
82
0,
54
 
0,
82
3,
76
 
0,
04
 
G
N
A
S
 
G
ua
ni
ne
 n
uc
le
ot
id
e-
bi
nd
in
g 
pr
ot
ei
n 
G
(s
), 
al
ph
a 
su
bu
ni
t (
A
de
ny
la
te
 c
yc
la
se
-s
tim
ul
at
in
g 
G
 a
lp
ha
 
pr
ot
ei
n)
 (9
08
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-3
,6
4 
0,
03
 
3,
80
 
0,
05
 
-0
,4
6 
0,
86
-0
,8
2 
0,
72
1,
46
 
0,
51
 
LO
C
90
35
5 
(C
5o
rf3
0)
 
- 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-5
,7
7 
0,
00
 
3,
74
 
0,
06
 
-0
,7
6 
0,
73
-1
,1
0 
0,
62
2,
63
 
0,
17
 
FO
X
O
1A
 
Fo
rk
he
ad
 b
ox
 p
ro
te
in
 O
1A
 (F
or
kh
ea
d 
in
 
rh
ab
do
m
yo
sa
rc
om
a)
 (6
55
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-3
,0
2 
0,
08
 
3,
65
 
0,
06
 
0,
53
 
0,
83
0,
61
 
0,
79
2,
58
 
0,
18
 
E
S
M
1 
E
nd
ot
he
lia
l c
el
l-s
pe
ci
fic
 m
ol
ec
ul
e 
1 
pr
ec
ur
so
r (
E
S
M
-1
 
se
cr
et
or
y 
pr
ot
ei
n)
 (E
S
M
-1
) (
18
4 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-3
,3
6 
0,
05
 
3,
34
 
0,
08
 
1,
80
 
0,
32
1,
14
 
0,
61
3,
91
 
0,
13
 
C
A
C
N
A
2D
2 
C
al
ci
um
 c
ha
nn
el
, v
ol
ta
ge
-d
ep
en
de
nt
, a
lp
ha
 2
/d
el
ta
 
su
bu
ni
t 2
 is
of
or
m
 b
 (1
15
0 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-3
,9
7 
0,
02
 
3,
32
 
0,
08
 
-0
,3
9 
0,
88
-0
,0
8 
0,
98
2,
02
 
0,
32
 
 
V
LD
LR
 
V
er
y 
lo
w
-d
en
si
ty
 li
po
pr
ot
ei
n 
re
ce
pt
or
 p
re
cu
rs
or
 (V
LD
L 
re
ce
pt
or
) (
87
3 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-5
,6
0 
0,
00
 
3,
26
 
0,
08
 
-4
,7
8 
0,
01
-1
,9
6 
0,
41
2,
21
 
0,
26
 
P
B
X
3 
P
re
-B
-c
el
l l
eu
ke
m
ia
 tr
an
sc
rip
tio
n 
fa
ct
or
 3
 (H
om
eo
bo
x 
pr
ot
ei
n 
P
B
X
3)
 (4
34
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-4
,6
9 
0,
01
 
3,
14
 
0,
09
 
-0
,4
1 
0,
87
0,
41
 
0,
87
5,
19
 
0,
01
 
78
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
B
R
A
F 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 U
ni
ge
ne
) 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
U
G
T8
 
2-
hy
dr
ox
ya
cy
ls
ph
in
go
si
ne
 1
-b
et
a-
ga
la
ct
os
yl
tra
ns
fe
ra
se
 p
re
cu
rs
or
 (E
C
 2
,4
,1
,4
5)
 (U
D
P
-
ga
la
ct
os
e-
ce
ra
m
id
e 
ga
la
ct
os
yl
tra
ns
fe
ra
se
) (
C
er
am
id
e 
U
D
P
-g
al
ac
to
sy
ltr
an
sf
er
as
e)
 (C
er
eb
ro
si
de
 s
yn
th
as
e)
 
(5
41
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-3
,6
2 
0,
03
 
3,
12
 
0,
09
 
-1
,6
7 
0,
36
-1
,8
8 
0,
42
2,
43
 
0,
21
 
D
J1
59
A
19
,3
 
(A
H
D
C
1)
 
- 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-3
,6
4 
0,
03
 
2,
90
 
0,
12
 
-0
,9
7 
0,
64
-0
,6
4 
0,
79
2,
42
 
0,
22
 
C
O
X
8A
 
C
yt
oc
hr
om
e 
c 
ox
id
as
e 
po
ly
pe
pt
id
e 
V
III
-li
ve
r/h
ea
rt,
 
m
ito
ch
on
dr
ia
l p
re
cu
rs
or
 (E
C
 1
,9
,3
,1
) (
C
yt
oc
hr
om
e 
c 
ox
id
as
e 
su
bu
ni
t 8
-2
) (
69
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-5
,5
0 
0,
00
 
2,
81
 
0,
13
 
-1
,2
9 
0,
51
-1
,3
0 
0,
56
1,
54
 
0,
49
 
H
P
C
A
 
N
eu
ro
n 
sp
ec
ifi
c 
ca
lc
iu
m
-b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 h
ip
po
ca
lc
in
 
(C
al
ci
um
-b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 B
D
R
-2
) (
19
3 
aa
)#
N
/A
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-2
,5
6 
0,
14
 
2,
81
 
0,
14
 
0,
56
 
0,
81
1,
23
 
0,
58
2,
08
 
0,
30
 
JA
ZF
1 
Ju
xt
ap
os
ed
 w
ith
 a
no
th
er
 z
in
c 
fin
ge
r p
ro
te
in
 1
 (T
A
K
1-
in
te
ra
ct
in
g 
pr
ot
ei
n 
27
) (
24
3 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
-3
,5
2 
0,
04
 
2,
78
 
0,
14
 
-0
,8
4 
0,
70
-0
,3
6 
0,
89
2,
44
 
0,
21
 
N
E
D
D
9 
E
nh
an
ce
r o
f f
ila
m
en
ta
tio
n 
1 
(H
E
F1
) (
C
R
K
-a
ss
oc
ia
te
d 
su
bs
tra
te
-r
el
at
ed
 p
ro
te
in
) (
C
A
S
-L
) (
C
as
L)
 (p
10
5)
 
(N
eu
ra
l p
re
cu
rs
or
 c
el
l e
xp
re
ss
ed
 d
ev
el
op
m
en
ta
lly
 
do
w
n-
re
gu
la
te
d 
9)
 (8
34
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
2,
70
 
0,
11
 
-2
,7
3 
0,
15
 
0,
71
 
0,
75
1,
34
 
0,
55
-3
,4
2 
0,
07
 
IG
FB
P
5 
In
su
lin
-li
ke
 g
ro
w
th
 fa
ct
or
 b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 5
 p
re
cu
rs
or
 
(IG
FB
P
-5
) (
IB
P
- 5
) (
IG
F-
bi
nd
in
g 
pr
ot
ei
n 
5)
 (2
72
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
5,
03
 
0,
00
 
-2
,7
7 
0,
14
 
-0
,2
0 
0,
94
-0
,1
1 
0,
96
-3
,8
8 
0,
04
 
IG
FB
P
6 
In
su
lin
-li
ke
 g
ro
w
th
 fa
ct
or
 b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 6
 p
re
cu
rs
or
 
(IG
FB
P
-6
) (
IB
P
- 6
) (
IG
F-
bi
nd
in
g 
pr
ot
ei
n 
6)
 (2
40
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
7,
26
 
0,
00
 
-2
,7
8 
0,
14
 
6,
64
 
0,
00
1,
87
 
0,
42
-2
,5
9 
0,
18
 
U
B
E
2L
6 
U
bi
qu
iti
n-
co
nj
ug
at
in
g 
en
zy
m
e 
E
2 
L6
 (E
C
 6
,3
,2
,1
9)
 
(U
bi
qu
iti
n-
pr
ot
ei
n 
lig
as
e 
L6
) (
U
bi
qu
iti
n 
ca
rr
ie
r p
ro
te
in
 
L6
) (
U
bc
H
8)
 (R
et
in
oi
c 
ac
id
- i
nd
uc
ed
 g
en
e 
B
 p
ro
te
in
) 
(R
IG
-B
) (
15
3 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
2,
72
 
0,
11
 
-2
,8
9 
0,
12
 
-0
,4
0 
0,
88
1,
23
 
0,
58
-2
,7
2 
0,
15
 
P
S
M
B
9 
P
ro
te
as
om
e 
su
bu
ni
t b
et
a 
ty
pe
 9
 p
re
cu
rs
or
 (E
C
 
3,
4,
25
,1
) (
P
ro
te
as
om
e 
ch
ai
n 
7)
 (M
ac
ro
pa
in
 c
ha
in
 7
) 
(M
ul
tic
at
al
yt
ic
 e
nd
op
ep
tid
as
e 
co
m
pl
ex
 c
ha
in
 7
) 
(R
IN
G
12
 p
ro
te
in
) (
Lo
w
 m
ol
ec
ul
ar
 m
as
s 
pr
ot
ei
n 
2)
 
(2
19
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
4,
57
 
0,
01
 
-2
,8
9 
0,
12
 
-0
,7
1 
0,
75
-0
,1
5 
0,
95
-5
,5
4 
0,
01
 
79
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
B
R
A
F 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 U
ni
ge
ne
) 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
TM
O
D
1 
Tr
op
om
od
ul
in
-1
 (E
ry
th
ro
cy
te
 tr
op
om
od
ul
in
) (
E
-T
m
od
) 
(3
59
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
2,
64
 
0,
13
 
-3
,2
1 
0,
09
 
-4
,3
3 
0,
01
-4
,1
6 
0,
22
-6
,8
0 
0,
00
 
G
B
P
2 
In
te
rfe
ro
n-
in
du
ce
d 
gu
an
yl
at
e-
bi
nd
in
g 
pr
ot
ei
n 
2 
(G
TP
-
bi
nd
in
g 
pr
ot
ei
n 
2)
 (H
uG
B
P
-2
) (
63
8 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
5,
19
 
0,
00
 
-3
,2
1 
0,
09
 
3,
58
 
0,
03
2,
35
 
0,
36
-2
,1
9 
0,
27
 
H
N
M
T 
H
is
ta
m
in
e 
N
-m
et
hy
ltr
an
sf
er
as
e 
(E
C
 2
,1
,1
,8
) (
H
M
T)
 
(2
92
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
3,
66
 
0,
03
 
-3
,3
2 
0,
08
 
0,
68
 
0,
76
0,
54
 
0,
82
-2
,9
8 
0,
11
 
S
10
0A
10
 
C
al
pa
ct
in
 I 
lig
ht
 c
ha
in
 (S
10
0 
ca
lc
iu
m
-b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 
A
10
) (
C
el
lu
la
r l
ig
an
d 
of
 a
nn
ex
in
 II
) (
97
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
3,
12
 
0,
07
 
-3
,7
2 
0,
06
 
1,
31
 
0,
50
2,
03
 
0,
40
-2
,0
4 
0,
31
 
IF
I3
5 
In
te
rfe
ro
n-
in
du
ce
d 
35
 k
D
a 
pr
ot
ei
n 
(IF
P
 3
5)
 (2
88
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
3,
48
 
0,
04
 
-3
,8
6 
0,
05
 
-0
,4
3 
0,
87
0,
13
 
0,
96
-1
,5
6 
0,
48
 
TN
FA
IP
2 
Tu
m
or
 n
ec
ro
si
s 
fa
ct
or
, a
lp
ha
-in
du
ce
d 
pr
ot
ei
n 
2 
 
(6
54
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
2,
62
 
0,
13
 
-3
,9
9 
0,
05
 
0,
44
 
0,
86
2,
49
 
0,
34
-2
,6
9 
0,
16
 
K
R
T1
0 
K
er
at
in
, t
yp
e 
I c
yt
os
ke
le
ta
l 1
0 
(C
yt
ok
er
at
in
 1
0)
 (K
10
) 
(C
K
 1
0)
 (5
84
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
4,
07
 
0,
02
 
-4
,1
5 
0,
04
 
2,
33
 
0,
17
2,
55
 
0,
33
-3
,4
3 
0,
07
 
R
A
R
R
E
S
3 
R
et
in
oi
c 
ac
id
 re
ce
pt
or
 re
sp
on
de
r p
ro
te
in
 3
 
(T
az
ar
ot
en
e-
in
du
ce
d 
ge
ne
 3
 p
ro
te
in
) (
R
A
R
-
re
sp
on
si
ve
 p
ro
te
in
 T
IG
3)
 (1
64
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
4,
84
 
0,
00
 
-4
,1
8 
0,
04
 
-0
,0
3 
0,
99
0,
33
 
0,
90
-2
,9
9 
0,
11
 
M
A
P
3K
7I
P
1 
M
ito
ge
n-
ac
tiv
at
ed
 p
ro
te
in
 k
in
as
e 
ki
na
se
 k
in
as
e 
7 
in
te
ra
ct
in
g 
pr
ot
ei
n 
1 
(T
A
K
1-
bi
nd
in
g 
pr
ot
ei
n 
1)
 
(5
04
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
2,
76
 
0,
11
 
-4
,2
9 
0,
04
 
-1
,1
2 
0,
58
0,
19
 
0,
94
-3
,1
2 
0,
10
 
G
S
N
 
G
el
so
lin
 p
re
cu
rs
or
 (A
ct
in
-d
ep
ol
ym
er
iz
in
g 
fa
ct
or
) 
(A
D
F)
 (B
re
vi
n)
 (A
G
E
L)
 (7
82
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
5,
28
 
0,
00
 
-4
,3
3 
0,
04
 
-2
,3
3 
0,
17
-3
,2
0 
0,
26
-8
,8
2 
0,
00
 
C
TS
K
 
C
at
he
ps
in
 K
 p
re
cu
rs
or
 (E
C
 3
,4
,2
2,
38
) (
C
at
he
ps
in
 O
) 
(C
at
he
ps
in
 X
) (
32
9 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
3,
90
 
0,
02
 
-4
,3
4 
0,
04
 
0,
33
 
0,
90
0,
46
 
0,
85
-3
,8
8 
0,
04
 
IG
FB
P
6 
In
su
lin
-li
ke
 g
ro
w
th
 fa
ct
or
 b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 6
 p
re
cu
rs
or
 
(IG
FB
P
-6
) (
IB
P
- 6
) (
IG
F-
bi
nd
in
g 
pr
ot
ei
n 
6)
 (2
40
 a
a)
 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
7,
26
 
0,
00
 
-2
,7
8 
0,
14
 
6,
64
 
0,
00
1,
87
 
0,
42
-2
,5
9 
0,
18
 
U
B
E
2L
6 
U
bi
qu
iti
n-
co
nj
ug
at
in
g 
en
zy
m
e 
E
2 
L6
 (E
C
 6
,3
,2
,1
9)
 
(U
bi
qu
iti
n-
pr
ot
ei
n 
lig
as
e 
L6
) (
U
bi
qu
iti
n 
ca
rr
ie
r p
ro
te
in
 
L6
) (
U
bc
H
8)
 (R
et
in
oi
c 
ac
id
- i
nd
uc
ed
 g
en
e 
B
 p
ro
te
in
) 
(R
IG
-B
) (
15
3 
aa
) 
<2
 v
ec
es
 
>0
,1
5
2,
72
 
0,
11
 
-2
,8
9 
0,
12
 
-0
,4
0 
0,
88
1,
23
 
0,
58
-2
,7
2 
0,
15
 
# 
B
as
e 
de
 d
at
os
 d
el
 N
C
B
I q
ue
 d
a 
un
a 
vi
si
ón
 o
rg
an
iz
ad
a 
de
l t
ra
ns
cr
ip
to
m
a 
de
 d
ife
re
nt
es
 e
sp
ec
ie
s 
(w
w
.n
cb
i.n
lm
.n
ih
.g
ov
/U
ni
G
en
e)
 
*D
ife
re
nc
ia
s 
de
 e
xp
re
si
ón
 e
nt
re
 c
la
se
s 
en
 n
úm
er
o 
de
 v
ec
es
. S
i e
l v
al
or
 e
s 
ne
ga
tiv
o 
qu
ie
re
 d
ec
ir 
qu
e 
es
e 
ge
n 
se
 s
ub
-e
xp
re
sa
 p
ar
a 
la
 c
la
se
 tu
m
or
al
 q
ue
 s
e 
m
en
ci
on
a 
pr
im
er
o 
en
 e
l e
nu
nc
ia
do
 d
e 
la
 
co
lu
m
na
 c
or
re
sp
on
di
en
te
, y
 s
i e
s 
po
si
tiv
o 
es
 q
ue
 s
e 
so
br
e-
ex
pr
es
a 
pa
ra
 la
 m
is
m
a 
cl
as
e 
tu
m
or
al
. 
+ L
ey
en
da
 d
el
 c
ód
ig
o 
de
 c
ol
or
es
; r
oj
o:
 g
en
es
 s
ob
re
-e
xp
re
sa
do
s 
co
n 
FD
R
<0
,1
5;
 n
ar
an
ja
: 
ge
ne
s 
so
br
e-
ex
pr
es
ad
os
 c
on
 F
D
R
≥0
,1
5;
 a
zu
l o
sc
ur
o:
 g
en
es
 s
ub
-e
xp
re
sa
do
s 
co
n 
FD
R
<0
,1
5;
 a
zu
l c
la
ro
: 
ge
ne
s 
su
b-
ex
pr
es
ad
os
 c
on
 F
D
R
≥0
,1
5.
 
80
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
Ta
bl
a 
4.
5:
 G
en
es
 in
vo
lu
cr
ad
os
 e
n 
lo
s 
pr
oc
es
os
 c
ar
ci
no
gé
ni
co
s 
de
 lo
s 
tu
m
or
es
 ti
ro
id
eo
s 
R
E
T/
P
TC
1 
po
si
tiv
os
. 
B
R
A
F 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 U
ni
ge
ne
# ) 
es
ta
dí
st
ic
o*
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
C
C
N
L1
 
D
N
A
 re
pl
ic
at
io
n 
lic
en
si
ng
 fa
ct
or
 M
C
M
2 
(M
in
ic
hr
om
os
om
e 
m
ai
nt
en
an
ce
 p
ro
te
in
 2
 h
om
ol
og
) 
(N
uc
le
ar
 p
ro
te
in
 B
M
28
) (
90
4 
aa
) 
-5
,0
7+
 
0,
06
 
-0
,9
0 
0,
70
 
-3
,3
0 
0,
08
 
-0
,1
4 
0,
95
1,
40
 
0,
53
0,
23
 
0,
95
 
C
D
84
 
C
D
84
 a
nt
ig
en
 (l
eu
ko
cy
te
 a
nt
ig
en
) (
34
5 
aa
) 
-4
,7
2 
0,
07
 
0,
96
 
0,
67
 
-3
,8
4 
0,
05
 
1,
95
 
0,
27
6,
02
 
0,
20
0,
21
 
0,
96
 
S
M
U
R
F1
 
S
m
ad
 u
bi
qu
iti
na
tio
n 
re
gu
la
to
ry
 fa
ct
or
 1
 (E
C
 6
.3
.2
.-)
 
(U
bi
qu
iti
n-
- p
ro
te
in
 li
ga
se
 S
M
U
R
F1
) (
S
m
ad
-s
pe
ci
fic
 
E
3 
ub
iq
ui
tin
 li
ga
se
 1
) (
hS
M
U
R
F1
) (
75
7 
aa
) 
-4
,3
7 
0,
08
 
0,
10
 
0,
98
 
-3
,5
0 
0,
07
 
0,
84
 
0,
69
4,
16
 
0,
22
0,
62
 
0,
82
 
A
M
P
D
3 
A
M
P
 d
ea
m
in
as
e 
3 
(E
C
 3
.5
.4
.6
) (
A
M
P
 d
ea
m
in
as
e 
is
of
or
m
 E
) (
E
ry
th
ro
cy
te
 A
M
P
 d
ea
m
in
as
e)
 (7
76
 a
a)
 
-4
,0
2 
0,
12
 
-1
,1
1 
0,
61
 
-2
,7
1 
0,
15
 
2,
33
 
0,
17
6,
58
 
0,
19
3,
32
 
0,
08
 
IL
10
R
B
 
In
te
rle
uk
in
-1
0 
re
ce
pt
or
 b
et
a 
ch
ai
n 
pr
ec
ur
so
r (
IL
-1
0R
-
B
) (
IL
-1
0R
2)
 (C
yt
ok
in
e 
re
ce
pt
or
 fa
m
ily
 2
 m
em
be
r 4
) 
(C
yt
ok
in
e 
re
ce
pt
or
 c
la
ss
-II
 m
em
be
r 4
) (
C
R
F2
-4
) 
(3
25
 a
a)
 
-3
,9
8 
0,
12
 
0,
64
 
0,
79
 
-3
,7
2 
0,
06
 
0,
93
 
0,
65
2,
29
 
0,
36
0,
60
 
0,
83
 
LR
C
H
1 
Le
uc
in
e-
ric
h 
re
pe
at
s 
an
d 
ca
lp
on
in
 h
om
ol
og
y 
do
m
ai
n 
co
nt
ai
ni
ng
 p
ro
te
in
 1
 (C
al
po
ni
n 
ho
m
ol
og
y 
do
m
ai
n 
co
nt
ai
ni
ng
 p
ro
te
in
 1
) (
N
eu
ro
na
l p
ro
te
in
 8
1)
 (N
P
81
) 
(7
99
 a
a)
 
-3
,9
2 
0,
13
 
-0
,5
2 
0,
83
 
-2
,2
5 
0,
23
 
2,
16
 
0,
21
3,
61
 
0,
23
2,
33
 
0,
23
 
U
B
N
1 
ub
in
uc
le
in
 1
 (1
13
4 
aa
) 
-3
,8
9 
0,
13
 
-1
,2
8 
0,
54
 
-3
,0
7 
0,
10
 
0,
26
 
0,
92
2,
09
 
0,
39
0,
72
 
0,
79
 
FL
J1
24
42
 
5'
-n
uc
le
ot
id
as
e 
do
m
ai
n 
co
nt
ai
ni
ng
 2
 (N
T5
D
C
2)
 
-3
,8
6 
0,
13
 
-0
,3
5 
0,
90
 
-3
,5
7 
0,
06
 
0,
42
 
0,
87
2,
60
 
0,
33
0,
58
 
0,
84
 
W
D
R
1 
W
D
 re
pe
at
 d
om
ai
n 
1 
(W
D
R
1)
, t
ra
ns
cr
ip
t v
ar
ia
nt
 1
, 
m
R
N
A
 (7
6 
aa
) 
-3
,6
5 
0,
15
 
0,
79
 
0,
73
 
-4
,0
0 
0,
05
 
0,
70
 
0,
75
3,
38
 
0,
24
0,
02
 
1,
00
 
81
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
B
R
A
F 
vs
 
R
ET
PT
C
1 
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 U
ni
ge
ne
) 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
M
S
H
5 
M
ut
S
 p
ro
te
in
 h
om
ol
og
 5
 (8
34
 a
a)
 
-3
,4
3 
0,
17
 
-0
,4
6 
0,
86
 
-3
,3
4 
0,
08
 
5,
56
 
0,
00
8,
54
 
0,
15
6,
12
 
0,
00
 
JA
R
ID
1A
 
Ju
m
on
ji/
A
R
ID
 d
om
ai
n-
co
nt
ai
ni
ng
 p
ro
te
in
 1
A
 
(R
et
in
ob
la
st
om
a-
bi
nd
in
g 
pr
ot
ei
n 
2)
 (R
B
B
P
-2
) 
(1
71
9 
aa
) 
-3
,3
7 
0,
18
 
-0
,2
0 
0,
95
 
-2
,8
3 
0,
13
 
1,
57
 
0,
40
2,
80
 
0,
30
1,
64
 
0,
44
 
TR
IB
2 
tri
bb
le
s 
ho
m
ol
og
 2
 (3
43
 a
a)
 
-3
,1
5 
0,
21
 
2,
97
 
0,
08
 
-4
,5
9 
0,
04
 
1,
82
 
0,
31
3,
92
 
0,
22
-0
,8
9 
0,
73
 
U
B
E
2L
3 
U
bi
qu
iti
n-
co
nj
ug
at
in
g 
en
zy
m
e 
E
2 
L3
 (E
C
 6
.3
.2
.1
9)
 
(U
bi
qu
iti
n-
pr
ot
ei
n 
lig
as
e 
L3
) (
U
bi
qu
iti
n 
ca
rr
ie
r p
ro
te
in
 
L3
) (
U
bc
H
7)
 (E
2-
F1
) (
L-
U
B
C
) (
19
0 
aa
) 
-3
,0
5 
0,
25
 
1,
51
 
0,
45
 
-3
,3
1 
0,
08
 
2,
05
 
0,
24
4,
02
 
0,
22
0,
25
 
0,
94
 
C
U
G
B
P
2 
C
U
G
 tr
ip
le
t r
ep
ea
t, 
R
N
A
 b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 2
 is
of
or
m
 1
 
(5
20
 a
a)
 
-2
,8
2 
0,
29
 
2,
55
 
0,
14
 
-5
,0
4 
0,
02
 
0,
13
 
0,
96
2,
43
 
0,
35
-1
,6
4 
0,
44
 
G
P
N
M
B
 
Tr
an
sm
em
br
an
e 
gl
yc
op
ro
te
in
 N
M
B
 p
re
cu
rs
or
 
(T
ra
ns
m
em
br
an
e 
gl
yc
op
ro
te
in
 H
G
FI
N
) (
56
0 
aa
) 
-2
,7
9 
0,
30
 
2,
70
 
0,
11
 
-6
,5
3 
0,
01
 
1,
76
 
0,
33
3,
67
 
0,
23
0,
08
 
0,
99
 
A
R
P
C
1B
 
A
ct
in
-r
el
at
ed
 p
ro
te
in
 2
/3
 c
om
pl
ex
 s
ub
un
it 
1B
 (A
R
P
2/
3 
co
m
pl
ex
 4
1 
kD
a 
su
bu
ni
t) 
(p
41
-A
R
C
) (
37
2 
aa
) 
-2
,6
7 
0,
32
 
2,
01
 
0,
27
 
-4
,3
8 
0,
04
 
2,
12
 
0,
22
5,
28
 
0,
20
-0
,6
3 
0,
82
 
A
R
H
G
D
IB
 
R
ho
 G
D
P
-d
is
so
ci
at
io
n 
in
hi
bi
to
r 2
 (R
ho
 G
D
I 2
) (
R
ho
-
G
D
I b
et
a)
 (L
y-
G
D
I) 
(2
01
 a
a)
 
-2
,6
6 
0,
32
 
0,
47
 
0,
86
 
-2
,9
7 
0,
11
 
2,
45
 
0,
15
5,
27
 
0,
20
1,
75
 
0,
40
 
K
IA
A
12
12
 
C
oi
le
d-
co
il 
do
m
ai
n 
co
nt
ai
ni
ng
 8
8A
 (C
C
D
C
88
A
) (
A
K
T-
ph
os
ph
or
yl
at
io
n 
en
ha
nc
er
) (
G
{a
lp
ha
}-
in
te
ra
ct
in
g 
ve
si
cl
e-
as
so
ci
at
ed
 p
ro
te
in
) (
H
oo
k-
re
la
te
d 
pr
ot
ei
n 
1;
 
gi
rd
in
) 
-2
,6
3 
0,
33
 
0,
25
 
0,
94
 
-2
,9
0 
0,
12
 
0,
67
 
0,
76
2,
72
 
0,
31
0,
49
 
0,
87
 
R
A
B
31
 
R
as
-r
el
at
ed
 p
ro
te
in
 R
ab
-3
1 
(R
ab
-2
2B
) (
19
4 
aa
) 
-2
,6
0 
0,
33
 
1,
21
 
0,
57
 
-3
,3
7 
0,
07
 
0,
70
 
0,
75
3,
31
 
0,
25
-0
,7
1 
0,
80
 
H
IF
1A
 
H
yp
ox
ia
-in
du
ci
bl
e 
fa
ct
or
 1
 a
lp
ha
 (H
IF
-1
 a
lp
ha
) (
H
IF
1 
al
ph
a)
 (A
R
N
T 
in
te
ra
ct
in
g 
pr
ot
ei
n)
 (M
em
be
r o
f P
A
S
 
pr
ot
ei
n 
1)
 (M
O
P
1)
 (8
26
 a
a)
 
-2
,5
7 
0,
33
 
1,
36
 
0,
50
 
-3
,9
6 
0,
05
 
0,
89
 
0,
67
2,
09
 
0,
39
0,
33
 
0,
92
 
P
TP
N
1 
Ty
ro
si
ne
-p
ro
te
in
 p
ho
sp
ha
ta
se
, n
on
-r
ec
ep
to
r t
yp
e 
1 
(E
C
 3
.1
.3
.4
8)
 (P
ro
te
in
-ty
ro
si
ne
 p
ho
sp
ha
ta
se
 1
B
) 
(P
TP
-1
B
) (
43
5 
aa
) 
-2
,5
5 
0,
34
 
0,
99
 
0,
65
 
-3
,0
9 
0,
10
 
1,
67
 
0,
36
3,
26
 
0,
25
0,
83
 
0,
75
 
FB
X
O
11
 
F-
bo
x 
on
ly
 p
ro
te
in
 1
1 
(V
iti
lig
o-
as
so
ci
at
ed
 p
ro
te
in
 V
IT
-
1)
 (8
43
 a
a)
 
-2
,5
5 
0,
34
 
3,
94
 
0,
02
 
-5
,6
6 
0,
02
 
1,
07
 
0,
60
2,
06
 
0,
39
-0
,7
5 
0,
78
 
82
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
B
R
A
F 
vs
 
R
ET
PT
C
1 
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 U
ni
ge
ne
) 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
S
10
0A
13
 
S
10
0 
ca
lc
iu
m
-b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 A
13
 (9
8 
aa
) 
-2
,5
4 
0,
34
 
2,
21
 
0,
21
 
-4
,6
3 
0,
03
 
0,
94
 
0,
65
3,
19
 
0,
26
-0
,9
8 
0,
70
 
N
U
P
62
 
N
uc
le
op
or
in
 (6
2K
D
a)
 
-2
,5
1 
0,
34
 
1,
18
 
0,
58
 
-2
,9
0 
0,
12
 
1,
79
 
0,
32
4,
94
 
0,
21
0,
13
 
0,
97
 
A
TP
9A
 
P
ot
en
tia
l p
ho
sp
ho
lip
id
-tr
an
sp
or
tin
g 
A
TP
as
e 
IIA
 (E
C
 
3.
6.
3.
1)
 (A
TP
as
e 
cl
as
s 
II 
ty
pe
 9
A
) (
A
TP
as
e 
IIA
) 
(1
04
7 
aa
) 
2,
63
 
0,
33
 
-1
,2
1 
0,
57
 
3,
25
 
0,
08
 
-4
,1
4 
0,
02
-5
,4
7 
0,
20
-2
,2
4 
0,
26
 
H
H
E
X
 
H
om
eo
bo
x 
pr
ot
ei
n 
P
R
H
 (H
em
at
op
oi
et
ic
al
ly
 e
xp
re
ss
ed
 
ho
m
eo
bo
x)
 (H
om
eo
bo
x 
pr
ot
ei
n 
H
E
X
) (
27
0 
aa
) 
2,
64
 
0,
32
 
-1
,6
5 
0,
39
 
3,
75
 
0,
06
 
-1
,6
0 
0,
39
-3
,8
3 
0,
22
0,
30
 
0,
93
 
H
A
B
P
4 
hy
al
ur
on
an
 b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 4
 (4
13
 a
a)
 
2,
69
 
0,
31
 
-1
,9
1 
0,
30
 
3,
94
 
0,
05
 
-1
,7
9 
0,
32
-3
,2
0 
0,
26
-0
,7
1 
0,
80
 
LO
C
84
66
1 
D
P
Y
30
 
2,
75
 
0,
30
 
-1
,1
0 
0,
62
 
3,
45
 
0,
07
 
-3
,7
5 
0,
03
-5
,7
2 
0,
20
-2
,0
6 
0,
31
 
D
C
I 
3,
2-
tra
ns
-e
no
yl
-C
oA
 is
om
er
as
e,
 m
ito
ch
on
dr
ia
l 
pr
ec
ur
so
r (
E
C
 5
.3
.3
.8
) (
D
od
ec
en
oy
l-C
oA
 is
om
er
as
e)
 
(D
el
ta
(3
),d
el
ta
(2
)-
en
oy
l-C
oA
 is
om
er
as
e)
 (D
3,
D
2-
en
oy
l-C
oA
 is
om
er
as
e)
 (3
02
 a
a)
 
2,
79
 
0,
30
 
-1
,3
6 
0,
50
 
3,
68
 
0,
06
 
-0
,7
3 
0,
74
-2
,3
9 
0,
35
0,
09
 
0,
99
 
C
LN
5 
C
er
oi
d-
lip
of
us
ci
no
si
s 
ne
ur
on
al
 p
ro
te
in
 5
 (P
ro
te
in
 
C
LN
5)
 (4
07
 a
a)
 
2,
81
 
0,
29
 
-1
,8
9 
0,
31
 
3,
61
 
0,
06
 
-3
,9
4 
0,
02
-5
,4
7 
0,
20
-1
,7
8 
0,
39
 
G
B
A
S
 
N
ip
S
na
p2
 p
ro
te
in
 (G
lio
bl
as
to
m
a 
am
pl
ifi
ed
 s
eq
ue
nc
e)
 
(2
86
 a
a)
 
2,
90
 
0,
27
 
-1
,5
6 
0,
43
 
3,
56
 
0,
06
 
-4
,5
5 
0,
01
-7
,3
3 
0,
19
-1
,3
3 
0,
56
 
C
O
R
T 
C
or
tis
ta
tin
 p
re
cu
rs
or
 [C
on
ta
in
s-
 C
or
tis
ta
tin
-2
9;
 
C
or
tis
ta
tin
-1
7]
 (1
64
 a
a)
 
2,
92
 
0,
27
 
-1
,2
1 
0,
57
 
3,
75
 
0,
06
 
-0
,0
6 
0,
98
-2
,1
5 
0,
38
0,
95
 
0,
72
 
P
E
C
I 
P
er
ox
is
om
al
 3
,2
-tr
an
s-
en
oy
l-C
oA
 is
om
er
as
e 
(E
C
 
5.
3.
3.
8)
 (D
od
ec
en
oy
l-C
oA
 is
om
er
as
e)
 
(D
el
ta
(3
),d
el
ta
(2
)-
en
oy
l-C
oA
 is
om
er
as
e)
 (D
3,
D
2-
en
oy
l-C
oA
 is
om
er
as
e)
 (D
B
I-r
el
at
ed
 p
ro
te
in
 1
) (
D
R
S
-1
) 
(H
ep
at
oc
el
lu
la
r c
ar
ci
no
m
a-
 a
ss
oc
ia
te
d 
an
tig
en
 8
8)
 
(3
64
 a
a)
 
2,
94
 
0,
27
 
-1
,0
5 
0,
63
 
3,
25
 
0,
08
 
-3
,0
6 
0,
07
-5
,2
7 
0,
20
-1
,4
6 
0,
52
 
83
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
B
R
A
F 
vs
 
R
ET
PT
C
1 
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 U
ni
ge
ne
) 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
FL
J1
40
07
 
A
N
1-
ty
pe
 z
in
c 
fin
ge
r p
ro
te
in
 1
 (Z
FA
N
D
1)
 (2
68
 a
a)
 
3,
18
 
0,
20
 
-1
,1
9 
0,
58
 
3,
16
 
0,
09
 
-4
,3
2 
0,
01
-7
,2
1 
0,
19
-2
,0
6 
0,
31
 
FA
F1
 
FA
S
-a
ss
oc
ia
te
d 
fa
ct
or
 1
 (F
A
F1
 p
ro
te
in
) (
hF
A
F1
) 
(6
50
 a
a)
 
3,
27
 
0,
20
 
-0
,7
3 
0,
76
 
3,
00
 
0,
11
 
2,
69
 
0,
11
-1
,1
3 
0,
61
2,
41
 
0,
22
 
U
S
P
16
 
U
bi
qu
iti
n 
ca
rb
ox
yl
-te
rm
in
al
 h
yd
ro
la
se
 1
6 
(E
C
 3
.1
.2
.1
5)
 
(U
bi
qu
iti
n 
th
io
le
st
er
as
e 
16
) (
U
bi
qu
iti
n-
sp
ec
ifi
c 
pr
oc
es
si
ng
 p
ro
te
as
e 
16
) (
D
eu
bi
qu
iti
na
tin
g 
en
zy
m
e 
16
) 
(U
bi
qu
iti
n 
pr
oc
es
si
ng
 p
ro
te
as
e 
U
B
P
-M
) (
82
3 
aa
) 
3,
35
 
0,
18
 
-1
,1
9 
0,
57
 
3,
95
 
0,
05
 
-1
,9
0 
0,
29
-3
,3
2 
0,
25
-1
,1
3 
0,
65
 
M
R
P
L4
9 
M
ito
ch
on
dr
ia
l 3
9S
 ri
bo
so
m
al
 p
ro
te
in
 L
49
 (L
49
m
t) 
(M
R
P
-L
49
) (
N
O
F1
 p
ro
te
in
) (
N
ei
gh
bo
r o
f F
A
U
) (
N
O
F)
 
(1
66
 a
a)
 
3,
45
 
0,
17
 
0,
02
 
0,
99
 
2,
74
 
0,
15
 
-1
,5
5 
0,
41
-3
,0
2 
0,
28
-1
,4
5 
0,
52
 
P
B
X
1 
P
re
-B
-c
el
l l
eu
ke
m
ia
 tr
an
sc
rip
tio
n 
fa
ct
or
 1
 (H
om
eo
bo
x 
pr
ot
ei
n 
P
B
X
1)
 (H
om
eo
bo
x 
pr
ot
ei
n 
P
R
L)
 (4
30
 a
a)
 
3,
56
 
0,
16
 
-1
,5
0 
0,
45
 
4,
26
 
0,
04
 
-1
,1
0 
0,
58
-3
,3
5 
0,
25
-0
,0
1 
1,
00
 
M
A
S
P
1 
C
om
pl
em
en
t-a
ct
iv
at
in
g 
co
m
po
ne
nt
 o
f R
a-
re
ac
tiv
e 
fa
ct
or
 p
re
cu
rs
or
 (E
C
 3
.4
.2
1.
-)
 (R
a-
re
ac
tiv
e 
fa
ct
or
 
se
rin
e 
pr
ot
ea
se
 p
10
0)
 (R
aR
F)
 (M
an
na
n-
bi
nd
in
g 
le
ct
in
 
se
rin
e 
pr
ot
ea
se
 1
) (
M
an
no
se
-b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 
as
so
ci
at
ed
 s
er
in
e 
pr
ot
ea
se
) (
M
A
S
P
-1
) [
C
on
ta
in
s-
 
C
om
pl
em
en
t-a
c]
 (7
28
 a
a)
 
3,
57
 
0,
16
 
-0
,0
8 
0,
98
 
3,
42
 
0,
07
 
-1
,0
4 
0,
61
-2
,2
9 
0,
36
-1
,0
1 
0,
69
 
V
P
S
13
D
 
va
cu
ol
ar
 p
ro
te
in
 s
or
tin
g 
13
D
 is
of
or
m
 1
 (4
39
3 
aa
) 
3,
75
 
0,
14
 
1,
99
 
0,
27
 
2,
78
 
0,
14
 
-0
,7
6 
0,
73
-2
,3
2 
0,
36
-1
,6
4 
0,
44
 
S
M
A
D
2 
M
ot
he
rs
 a
ga
in
st
 d
ec
ap
en
ta
pl
eg
ic
 h
om
ol
og
 2
 (S
M
A
D
 
2)
 (M
ad
-r
el
at
ed
 p
ro
te
in
 2
) (
hM
A
D
-2
) (
JV
18
-1
) 
(h
S
M
A
D
2)
 (4
67
 a
a)
 
3,
91
 
0,
13
 
-0
,3
1 
0,
92
 
3,
41
 
0,
07
 
-0
,6
6 
0,
77
-4
,8
3 
0,
22
-0
,2
6 
0,
94
 
D
N
A
JA
2 
D
na
J 
ho
m
ol
og
 s
ub
fa
m
ily
 A
 m
em
be
r 2
 (H
IR
A
-
in
te
ra
ct
in
g 
pr
ot
ei
n 
4)
 (C
el
l c
yc
le
 p
ro
gr
es
si
on
 
re
st
or
at
io
n 
ge
ne
 3
 p
ro
te
in
) (
D
nj
3)
 (4
12
 a
a)
 
4,
07
 
0,
11
 
-1
,3
1 
0,
52
 
4,
57
 
0,
04
 
-1
,9
8 
0,
26
-3
,7
3 
0,
22
-1
,1
5 
0,
64
 
84
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
B
R
A
F 
vs
 
R
ET
PT
C
1 
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
PT
C
1
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 U
ni
ge
ne
) 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o
FD
R
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
C
R
S
P
9 
C
of
ac
to
r r
eq
ui
re
d 
fo
r S
p1
 tr
an
sc
rip
tio
na
l a
ct
iv
at
io
n 
su
bu
ni
t 9
 (T
ra
ns
cr
ip
tio
na
l c
oa
ct
iv
at
or
 C
R
S
P
33
) (
R
N
A
 
po
ly
m
er
as
e 
tra
ns
cr
ip
tio
na
l r
eg
ul
at
io
n 
m
ed
ia
to
r s
ub
un
it 
7 
ho
m
ol
og
) (
hM
E
D
7)
 (A
ct
iv
at
or
-r
ec
ru
ite
d 
co
fa
ct
or
 3
4 
kD
a 
co
m
po
ne
nt
) (
A
R
C
34
) (
23
3 
aa
) 
4,
09
 
0,
11
 
-0
,3
3 
0,
91
 
2,
89
 
0,
12
 
-2
,1
9 
0,
20
-3
,3
7 
0,
24
-1
,9
2 
0,
35
 
K
IA
A
13
94
 
- 
4,
26
 
0,
09
 
0,
69
 
0,
78
 
3,
82
 
0,
05
 
1,
35
 
0,
48
-2
,7
3 
0,
31
0,
73
 
0,
79
 
N
T5
C
3 
C
yt
os
ol
ic
 5
'-n
uc
le
ot
id
as
e 
III
 (E
C
 3
.1
.3
.5
) (
cN
-II
I) 
(P
yr
im
id
in
e 
5'
- n
uc
le
ot
id
as
e 
1)
 (P
5'
N
-1
) (
P
5N
-1
) (
P
N
-
I) 
(U
rid
in
e 
5'
 m
on
op
ho
sp
ha
te
 h
yd
ro
la
se
 1
) (
p3
6)
 
(3
36
 a
a)
 
4,
65
 
0,
07
 
-0
,4
2 
0,
87
 
3,
41
 
0,
07
 
1,
95
 
0,
27
-1
,2
3 
0,
58
1,
88
 
0,
36
 
N
U
M
A
1 
N
uc
le
ar
 m
ito
tic
 a
pp
ar
at
us
 p
ro
te
in
 1
 (N
uM
A
 p
ro
te
in
) 
(S
P
-H
 a
nt
ig
en
) (
21
15
 a
a)
 
4,
81
 
0,
06
 
-1
,1
7 
0,
58
 
3,
86
 
0,
05
 
-2
,2
6 
0,
19
-5
,0
4 
0,
21
-0
,8
5 
0,
75
 
S
10
0A
14
 
S
10
0 
ca
lc
iu
m
-b
in
di
ng
 p
ro
te
in
 A
14
 (S
11
4)
 (1
04
 a
a)
 
4,
84
 
0,
06
 
2,
10
 
0,
24
 
2,
72
 
0,
15
 
2,
51
 
0,
14
-1
,4
2 
0,
53
0,
84
 
0,
75
 
M
S
H
2 
D
N
A
 m
is
m
at
ch
 re
pa
ir 
pr
ot
ei
n 
M
sh
2 
(M
ut
S
 p
ro
te
in
 
ho
m
ol
og
 2
) (
93
4 
aa
) 
6,
28
 
0,
03
 
0,
42
 
0,
87
 
6,
35
 
0,
01
 
2,
83
 
0,
09
-1
,2
1 
0,
59
2,
60
 
0,
17
 
C
C
N
H
 
C
yc
lin
 H
 (M
O
15
-a
ss
oc
ia
te
d 
pr
ot
ei
n)
 (p
37
) (
p3
4)
 
(3
23
 a
a)
 
8,
35
 
0,
00
 
0,
07
 
0,
98
 
4,
41
 
0,
04
 
-0
,1
7 
0,
95
-2
,0
2 
0,
40
-0
,1
9 
0,
96
 
# 
B
as
e 
de
 d
at
os
 d
el
 N
C
B
I q
ue
 d
a 
un
a 
vi
si
ón
 o
rg
an
iz
ad
a 
de
l t
ra
ns
cr
ip
to
m
a 
de
 d
ife
re
nt
es
 e
sp
ec
ie
s 
(w
w
.n
cb
i.n
lm
.n
ih
.g
ov
/U
ni
G
en
e)
. 
*D
ife
re
nc
ia
s 
de
 e
xp
re
si
ón
 e
nt
re
 c
la
se
s 
en
 n
úm
er
o 
de
 v
ec
es
. S
i e
l v
al
or
 e
s 
ne
ga
tiv
o 
qu
ie
re
 d
ec
ir 
qu
e 
es
e 
ge
n 
se
 s
ub
-e
xp
re
sa
 p
ar
a 
la
 c
la
se
 tu
m
or
al
 q
ue
 s
e 
m
en
ci
on
a 
pr
im
er
o 
en
 e
l e
nu
nc
ia
do
 d
e 
la
 
co
lu
m
na
 c
or
re
sp
on
di
en
te
, y
 s
i e
s 
po
si
tiv
o 
es
 q
ue
 s
e 
so
br
e-
ex
pr
es
a 
pa
ra
 la
 m
is
m
a 
cl
as
e 
tu
m
or
al
. 
+ L
ey
en
da
 d
el
 c
ód
ig
o 
de
 c
ol
or
es
; r
oj
o:
 g
en
es
 s
ob
re
-e
xp
re
sa
do
s 
co
n 
FD
R
<0
,1
5;
 n
ar
an
ja
: 
ge
ne
s 
so
br
e-
ex
pr
es
ad
os
 c
on
 F
D
R
≥0
,1
5;
 a
zu
l o
sc
ur
o:
 g
en
es
 s
ub
-e
xp
re
sa
do
s 
co
n 
FD
R
<0
,1
5;
 a
zu
l c
la
ro
: 
ge
ne
s 
su
b-
ex
pr
es
ad
os
 c
on
 F
D
R
≥0
,1
5.
 
        
85
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
 Ta
bl
a 
4.
6:
 G
en
es
 c
om
un
es
 d
ife
re
nc
ia
lm
en
te
 e
xp
re
sa
do
s 
ta
nt
o 
en
 lo
s 
tu
m
or
es
 R
E
T/
PT
C
1 
po
si
tiv
os
 c
om
o 
en
 lo
s 
BR
AF
 p
os
iti
vo
s 
co
n 
re
sp
ec
to
 lo
s 
tu
m
or
es
 N
R
AS
 p
os
iti
vo
s 
y 
co
n 
re
sp
ec
to
 e
l t
ej
id
o 
no
rm
al
. 
 
B
R
A
F 
vs
 R
ET
/P
TC
1 
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
/P
TC
1 
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 
U
ni
ge
ne
) 
es
ta
dí
st
ic
o*
 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
P
P
A
R
G
C
1A
 
P
er
ox
is
om
e 
pr
ol
ife
ra
to
r a
ct
iv
at
ed
 
re
ce
pt
or
 g
am
m
a 
co
ac
tiv
at
or
 1
 a
lp
ha
 
(P
P
A
R
 g
am
m
a 
co
ac
tiv
at
or
-1
 a
lp
ha
) 
(P
P
A
R
G
C
-1
 a
lp
ha
) (
79
8 
aa
) 
-1
,9
8 
0,
46
 
-6
,5
4+
 
0,
00
 
5,
19
 
0,
02
 
-1
1,
02
 
0,
00
 
-9
,5
7 
0,
15
 
-0
,2
8 
0,
94
 
C
D
O
N
 
su
rfa
ce
 g
ly
co
pr
ot
ei
n,
 Ig
 s
up
er
fa
m
ily
 
m
em
be
r (
12
64
 a
a)
 
-1
,9
2 
0,
47
 
-6
,2
3 
0,
00
 
4,
38
 
0,
04
 
-6
,3
2 
0,
00
 
-4
,1
4 
0,
22
 
0,
65
 
0,
81
 
D
IO
1 
Ty
pe
 I 
io
do
th
yr
on
in
e 
de
io
di
na
se
 ((
Ty
pe
-I 
5'
de
io
di
na
se
) (
D
IO
I) 
(2
49
 a
a)
 
-0
,6
6 
0,
82
 
-4
,7
6 
0,
00
 
3,
43
 
0,
07
 
-5
,8
4 
0,
00
 
-4
,4
1 
0,
22
 
-1
,1
2 
0,
65
 
A
G
TR
1 
Ty
pe
-1
 a
ng
io
te
ns
in
 II
 re
ce
pt
or
 (A
T1
) 
(A
T1
A
R
) (
35
9 
aa
) 
-1
,3
7 
0,
62
 
-4
,2
2 
0,
01
 
3,
34
 
0,
08
 
-5
,4
8 
0,
00
 
-4
,4
6 
0,
22
 
-0
,7
2 
0,
79
 
S
C
G
B
2A
1 
M
am
m
ag
lo
bi
n 
B
 p
re
cu
rs
or
 
(M
am
m
ag
lo
bi
n-
2)
 (S
ec
re
to
gl
ob
in
 fa
m
ily
 
2A
 m
em
be
r 1
) (
95
 a
a)
 
1,
25
 
0,
65
 
-3
,0
7 
0,
07
 
3,
39
 
0,
07
 
-5
,1
4 
0,
00
 
-5
,4
4 
0,
20
 
-0
,6
7 
0,
81
 
M
A
O
B
 
A
m
in
e 
ox
id
as
e 
[fl
av
in
-c
on
ta
in
in
g]
 B
 
(M
on
oa
m
in
e 
ox
id
as
e 
ty
pe
 B
) (
52
0 
aa
) 
-0
,5
4 
0,
86
 
-3
,2
3 
0,
06
 
3,
06
 
0,
10
 
-3
,9
0 
0,
02
 
-3
,7
4 
0,
22
 
-1
,6
3 
0,
45
 
LI
P
G
 
E
nd
ot
he
lia
l l
ip
as
e 
pr
ec
ur
so
r (
E
nd
ot
he
lia
l 
ce
ll-
de
riv
ed
 li
pa
se
) (
E
D
L)
 (E
L)
 (5
00
 a
a)
 
1,
47
 
0,
60
 
-3
,3
3 
0,
05
 
4,
57
 
0,
04
 
-3
,2
8 
0,
05
 
-4
,1
2 
0,
22
 
-0
,7
6 
0,
78
 
S
E
R
P
IN
A
1 
A
lp
ha
-1
-a
nt
itr
yp
si
n 
pr
ec
ur
so
r (
A
lp
ha
-1
 
pr
ot
ea
se
 in
hi
bi
to
r)
 (4
18
 a
a)
 
1,
59
 
0,
55
 
8,
31
 
0,
00
 
-3
,8
9 
0,
05
 
15
,4
8 
0,
00
 
4,
55
 
0,
22
 
-0
,0
6 
0,
99
 
FG
FR
4 
Fi
br
ob
la
st
 g
ro
w
th
 fa
ct
or
 re
ce
pt
or
 4
 
pr
ec
ur
so
r (
FG
FR
-4
) (
80
2 
aa
) 
1,
17
 
0,
67
 
6,
17
 
0,
00
 
-5
,4
7 
0,
02
 
6,
95
 
0,
00
 
6,
35
 
0,
20
 
1,
25
 
0,
60
 
M
C
A
M
 
C
el
l s
ur
fa
ce
 g
ly
co
pr
ot
ei
n 
M
U
C
18
 
pr
ec
ur
so
r (
M
el
an
om
a-
as
so
ci
at
ed
 
an
tig
en
 M
U
C
18
) (
C
D
14
6 
an
tig
en
) 
(M
el
an
om
a 
ad
he
si
on
 m
ol
ec
ul
e)
 (6
46
 a
a)
-0
,1
6 
0,
97
 
4,
35
 
0,
01
 
-5
,8
0 
0,
02
 
6,
08
 
0,
00
 
7,
64
 
0,
18
 
1,
97
 
0,
33
 
LT
A
4H
 
Le
uk
ot
rie
ne
 A
-4
 h
yd
ro
la
se
  (
Le
uk
ot
rie
ne
 
A
(4
) h
yd
ro
la
se
) (
61
1 
aa
) 
-0
,5
5 
0,
86
 
3,
37
 
0,
05
 
-3
,7
2 
0,
06
 
5,
13
 
0,
00
 
5,
40
 
0,
20
 
1,
37
 
0,
55
 
C
B
FB
 
C
or
e-
bi
nd
in
g 
fa
ct
or
, b
et
a 
su
bu
ni
t (
C
B
F-
be
ta
)  
(P
E
B
P
2-
be
ta
)  
(S
L3
/A
K
V
 c
or
e-
bi
nd
in
g 
fa
ct
or
 b
et
a 
su
bu
ni
t) 
(1
82
 a
a)
 
-0
,5
3 
0,
86
 
3,
30
 
0,
05
 
-4
,2
9 
0,
04
 
5,
06
 
0,
00
 
6,
17
 
0,
20
 
1,
84
 
0,
37
 
FY
N
 
P
ro
to
-o
nc
og
en
e 
ty
ro
si
ne
-p
ro
te
in
 k
in
as
e 
Fy
n 
(E
C
 2
.7
.1
.1
12
) (
p5
9-
Fy
n)
 
(P
ro
to
on
co
ge
ne
 S
yn
) (
S
LK
) (
53
7 
aa
) 
0,
31
 
0,
93
 
4,
11
 
0,
02
 
-3
,1
6 
0,
09
 
4,
85
 
0,
01
 
3,
67
 
0,
23
 
0,
52
 
0,
86
 
86
4.
 R
es
ul
ta
do
s 
 
B
R
A
F 
vs
 R
ET
/P
TC
1 
B
R
A
F 
vs
 N
R
A
S 
N
R
A
S 
vs
 R
ET
/P
TC
1 
B
R
A
F 
vs
 N
 
R
ET
/P
TC
1 
vs
 N
 
N
R
A
S 
vs
 N
 
G
en
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 (s
eg
ún
 la
 b
as
e 
de
 d
at
os
 
U
ni
ge
ne
) 
es
ta
dí
st
ic
o*
 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
es
ta
dí
st
ic
o 
FD
R
 
IN
H
B
B
 
In
hi
bi
n 
be
ta
 B
 c
ha
in
 p
re
cu
rs
or
 (A
ct
iv
in
 
be
ta
-B
 c
ha
in
) (
40
7 
aa
) 
-0
.6
3 
0.
83
 
4.
03
 
0.
02
 
-3
.4
5 
0.
07
 
4.
65
 
0.
01
 
3.
73
 
0.
22
 
0.
15
 
0.
97
 
S
E
C
23
A
 
P
ro
te
in
 tr
an
sp
or
t p
ro
te
in
 S
ec
23
A
 
(S
E
C
23
-r
el
at
ed
 p
ro
te
in
 A
) (
76
5 
aa
) 
-1
.1
1 
0.
69
 
3.
33
 
0.
05
 
-2
.7
3 
0.
15
 
4.
42
 
0.
01
 
3.
64
 
0.
23
 
1.
66
 
0.
44
 
C
D
K
9 
C
el
l d
iv
is
io
n 
pr
ot
ei
n 
ki
na
se
 9
 (C
yc
lin
-
de
pe
nd
en
t k
in
as
e 
9)
 (S
er
in
e/
th
re
on
in
e-
pr
ot
ei
n 
ki
na
se
 P
IT
A
LR
E
) (
C
-2
K
) 
(3
72
 a
a)
 
-0
.0
4 
0.
99
 
3.
16
 
0.
06
 
-3
.1
9 
0.
09
 
4.
31
 
0.
01
 
4.
33
 
0.
22
 
1.
87
 
0.
36
 
TR
IM
14
 
Tr
ip
ar
tit
e 
m
ot
if 
pr
ot
ei
n 
14
 (4
44
 a
a)
 
-0
.3
7 
0.
92
 
3.
42
 
0.
05
 
-3
.5
1 
0.
06
 
3.
59
 
0.
03
 
3.
61
 
0.
23
 
-0
.7
3 
0.
79
 
# 
B
as
e 
de
 d
at
os
 d
el
 N
C
B
I q
ue
 d
a 
un
a 
vi
si
ón
 o
rg
an
iz
ad
a 
de
l t
ra
ns
cr
ip
to
m
a 
de
 d
ife
re
nt
es
 e
sp
ec
ie
s 
(w
w
.n
cb
i.n
lm
.n
ih
.g
ov
/U
ni
G
en
e)
 
*D
ife
re
nc
ia
s 
de
 e
xp
re
si
ón
 e
nt
re
 c
la
se
s 
en
 n
úm
er
o 
de
 v
ec
es
. S
i e
l v
al
or
 e
s 
ne
ga
tiv
o 
qu
ie
re
 d
ec
ir 
qu
e 
es
e 
ge
n 
se
 s
ub
-e
xp
re
sa
 p
ar
a 
la
 c
la
se
 tu
m
or
al
 q
ue
 s
e 
m
en
ci
on
a 
pr
im
er
o 
en
 e
l e
nu
nc
ia
do
 d
e 
la
 
co
lu
m
na
 c
or
re
sp
on
di
en
te
, y
 s
i e
s 
po
si
tiv
o 
es
 q
ue
 s
e 
so
br
e-
ex
pr
es
a 
pa
ra
 la
 m
is
m
a 
cl
as
e 
tu
m
or
al
. 
+ L
ey
en
da
 d
el
 c
ód
ig
o 
de
 c
ol
or
es
; r
oj
o:
 g
en
es
 s
ob
re
-e
xp
re
sa
do
s 
co
n 
FD
R
<0
,1
5;
 n
ar
an
ja
: g
en
es
 s
ob
re
-e
xp
re
sa
do
s 
co
n 
FD
R
≥0
,1
5;
 a
zu
l o
sc
ur
o:
 g
en
es
 s
ub
-e
xp
re
sa
do
s 
co
n 
FD
R
<0
,1
5;
 a
zu
l c
la
ro
: 
ge
ne
s 
su
b-
ex
pr
es
ad
os
 c
on
 F
D
R
≥0
,1
5.
 
   
87
4. Resultados 
88 
 
 
 
Figura 4.1: Visualización de los perfiles de expresión de los marcadores asociados a mutación mediante un 
clustering no supervisado de todos los tumores bien diferenciados con o sin mutación. Las columnas 
representan los tumores y las filas los genes. (a) Ampliación del árbol que agrupa los casos. Se observan dos 
ramas principales: la de la izquierda, que contiene todos los tumores NRAS positivos, así como los FA, FTC y 
FVPTC sin mutación, y la rama de la derecha, que agrupa todos los casos BRAF positivos, los RETPTC1, y un 
PTC sin mutación.  
Leyenda de la barra de color: el color azul oscuro y el color rojo representan sub- y sobre-expresión, 
respectivamente, siendo la referencia 0 y el rango de la representación de -2 a +2. 
 
4.3 Estudio de los interactomas proteicos dependientes de la mutación temprana. 
 
El enriquecimiento funcional de las listas de genes obtenidas en el apartado anterior 
mediante la herramienta SNOW, incluida en GEPAS, permitió encontrar interacciones entre 
a 
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los genes diferencialmente regulados, así como genes/proteínas centrados dentro de los 
interactomas generados de acuerdo a las distintas mutaciones tempranas. 
 
Sin embargo, tan sólo los interactomas de los genes sub-expresados para NRAS 
presentaron una significación <0,05 para el test de Kolgomorov-Smirnov. Dentro de éstos, 
cabe destacar por su tamaño el compuesto por: UBE4B, TNFRSF12A, TNFRSF10D, 
TCL1B, RPL3, RELA, PTPN14, PSMB9, NFKBIE, NEDD9, MVP, MLL, MAP3K7IP1, 
MAP3K5, KRT10, JAK3, ITGB2, IL7R, IL16, IGHG3, IFNGR1, IFNAR2, IFI16, HNRPF, HLA-
G, HLA-E, GSN, FGFR4, FBXO11, F10, EPHA4, CSF2RB, CSF1 y CD40. 
 
Los genes/proteínas más centrados dentro de este interactoma fueron: RELA, HLA-G, 
ITGB2, MAP3K5 y NFKBIE. 
 
4.4 Diferencias entre el carcinoma folicular y el adenoma folicular de tiroides. 
 
Se encontraron muy pocos genes con un FDR menor de 0,15 para las comparaciones FTC 
versus tejido normal (N) y, sobre todo, FA versus FTC. Sin embargo, hubo un gran número 
de genes que presentaron diferencias de expresión superiores a 2 para estas mismas 
comparaciones (Tabla 4.7).  
 
Luego a pesar del valor del FDR, en la tabla 4.8 se destacan los genes que además de 
presentar las mayores diferencias de expresión entre los FA y los FTC (y por lo tanto, los 
menores FDR), presentan elevadas diferencias de expresión bien para la comparación FTC 
frente a N, o bien para la comparación FA frente a N. 
 
La visualización de los perfiles de expresión de estos genes para los casos estudiados, 
permite apreciar las diferencias de expresión de éstos entre el tejido normal, los adenomas 
foliculares y los carcinomas (Figura 4.2).  
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Tabla 4.7: Número de genes sobre- e sub-expresados para las comparaciones FA versus N, FTC versus N y FA 
versus FTC, según un FDR<0,15 o según una diferencia de expresión, dada en número de veces, mayor de 2. 
FDR<0,15 
 Genes sobre-expresados Genes sub-expresados Diferencias de expression minima* 
FTC vs N 19 83 4,49 
FA vs N 594 527 2,59 
FA vs FTC 1 0 5,76 
>2 veces 
 Genes sobre-expresados Genes sub-expresados FDR máximo+ 
FTC vs N 538 678 0,48 
FA vs N 981 857 0,28 
FA vs FTC 422 333 0,62 
 
* Número de veces mínimo de diferencias de expresión de los genes que cumplen el criterio FDR<0,15 para cada una de las 
comparaciones. 
+ FDR máximo que presentan aquellos genes con una diferencia de expresión mayor de 2 veces para cada una de las 
comparaciones. 
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Tabla 4.8: Genes con mayor probabilidad de participar en los procesos carcinogénicos involucrados en la 
evolución del adenoma folicular al carcinoma folicular tiroideo. 
FA vs N FTC vs N FA vs FTC 
Gen Descripción (según la base de datos Unigene#) 
estadístico* FDR estadístico FDR estadístico FDR
MXI1 MAX interacting protein 1 (MXI1 protein) 0,80 0,71 7,21+ 0,04 -3,42 0,43
MEP1A 
Meprin A alpha-subunit precursor (EC 3.4.24.18) 
(Endopeptidase-2) (N- benzoyl-L-tyrosyl-P-amino-
benzoic acid hydrolase alpha subunit) (PABA 
2,54 0,16 5,03 0,11 -2,62 0,47
CIP29 Proliferation associated cytokine-inducible protein CIP29 1,50 0,43 4,32 0,16 -3,44 0,43
SERF1A Small EDRK-rich factor 1a (110 aa) -0,04 0,99 3,71 0,21 -4,96 0,24
MGC23909 TMEM167 1,22 0,54 2,84 0,33 -4,21 0,25
AUTS2 Autism susceptibility gene 2 protein 0,01 1,00 2,83 0,33 -4,06 0,25
POLH DNA polymerase theta (EC 2.7.7.7) (DNA polymerase eta) (2741 aa) 6,20 0,00 1,36 0,66 5,76 0,15
RBL1 
Retinoblastoma-like protein 1 (107 kDa 
retinoblastoma-associated protein) (PRB1) (P107) 
(1068 aa) 
4,54 0,02 0,22 0,96 3,80 0,36 
THBD Thrombomodulin precursor (TM) (Fetomodulin) (CD141 antigen) -0,89 0,67 -2,75 0,34 4,51 0,24
LOC283267  - -0,15 0,96 -3,05 0,30 4,02 0,25
KLF4 Kruppel-like factor 4 (Epithelial zinc-finger protein EZF) (Gut- enriched Krueppel-like factor) -0,15 0,95 -3,21 0,27 4,31 0,25
SPAG5 Sperm-associated antigen 5 (Astrin) (Mitotic spindle associated protein p126) (MAP126) (Deepest) 0,10 0,97 -3,95 0,20 4,28 0,25
MX2 
Interferon-induced GTP-binding protein Mx2 
(Interferon-regulated resistance GTP-binding 
protein MxB) (p78-related protein) 
-2,47 0,17 -4,04 0,19 2,91 0,44
STOM Erythrocyte band 7 integral membrane protein (Stomatin) (Protein 7.2b) -1,46 0,45 -4,15 0,18 2,52 0,49
DUSP1 
Dual specificity protein phosphatase 1 (EC 3.1.3.48) 
(EC 3.1.3.16) (MAP kinase phosphatase-1) (MKP-1) 
(Protein-tyrosine phosphatase CL100) (Dual 
specificity protein phosphatase hVH1) 
-1,19 0,55 -4,30 0,16 3,52 0,40
COL15A1 Collagen, type XV, alpha 1 -2,45 0,17 -4,58 0,14 2,52 0,49
PTEN 
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-
phosphatase PTEN (EC 3.1.3.67) (Mutated in 
multiple advanced cancers 1) 
-3,17 0,08 -4,73 0,13 2,58 0,47
WRN Werner syndrome helicase -2,87 0,11 -4,77 0,13 2,67 0,47
LYZ Lysozyme C precursor (EC 3.2.1.17) (1,4-beta-N-acetylmuramidase C) -1,70 0,37 -4,78 0,13 2,94 0,44
IL7R Interleukin-7 receptor alpha chain precursor (IL-7R-alpha) (CDw127) (CD127 antigen) -3,38 0,06 -4,80 0,13 2,61 0,47
PHPT1 
14 kDa phosphohistidine phosphatase (EC 3.1.3.-) 
(Phosphohistidine phosphatase 1) (Protein janus-A 
homolog) 
-2,55 0,16 -4,84 0,13 2,69 0,47
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FA vs N FTC vs N FA vs FTC 
Gen Descripción (según la base de datos Unigene) 
estadístico FDR estadístico FDR estadístico FDR
CSDA DNA-binding protein A (Cold shock domain protein A) (Single-strand DNA binding protein NF-GMB) -3,25 0,07 -5,40 0,09 2,76 0,47
MET 
Hepatocyte growth factor receptor precursor (EC 
2.7.1.112) (Met proto- oncogene tyrosine kinase) (c-
met) (HGF receptor) (HGF-SF receptor) 
-1,76 0,34 -5,42 0,09 2,52 0,49
SNAI2 Zinc finger protein SLUG (Neural crest transcription factor Slug) (Snail homolog 2) -2,08 0,25 -5,62 0,08 3,39 0,43
EBNA1BP2 Probable rRNA processing protein EBP2 (EBNA1 binding protein 2) (Nucleolar protein p40) -3,52 0,05 -5,84 0,06 2,62 0,47
APOL2 Apolipoprotein-L2 (Apolipoprotein L-II) (ApoL-II) -4,10 0,03 -5,93 0,06 3,18 0,44
VANGL1 
Vang-like protein 1 (Van Gogh-like protein 1) 
(Strabismus 2) (Loop- tail protein 2 homolog) 
(LPP2) 
-2,86 0,11 -5,98 0,06 3,36 0,44
MAOB Amine oxidase [flavin-containing] B (EC 1.4.3.4) (Monoamine oxidase type B) (MAO-B) -2,18 0,23 -6,02 0,06 4,77 0,24
S100B S-100 calcium-binding protein beta subunit (S-100 protein, beta chain) -4,60 0,01 -6,59 0,04 2,98 0,44
PDE2A 
cGMP-dependent 3',5'-cyclic phosphodiesterase 
(EC 3.1.4.17) (Cyclic GMP stimulated 
phosphodiesterase) (CGS-PDE) (cGSPDE) 
-2,28 0,21 -6,77 0,04 3,48 0,43
GBP1 
Interferon-induced guanylate-binding protein 1 
(GTP-binding protein 1) (Guanine nucleotide-
binding protein 1) (HuGBP-1) 
-1,89 0,30 -6,91 0,04 4,69 0,24
TGFBR2 TGF-beta receptor type II precursor (EC 2.7.1.37) (TGFR-2) (TGF-beta type II receptor) -4,65 0,01 -7,00 0,04 3,52 0,40
IFITM1 
Interferon-induced transmembrane protein 1 
(Interferon-induced protein 17) (Interferon-inducible 
protein 9-27) (Leu-13 antigen) (CD225 antigen) 
-5,81 0,00 -7,68 0,03 3,12 0,44
GBP2 
Interferon-induced guanylate-binding protein 2 
(GTP-binding protein 2) (Guanine nucleotide-
binding protein 2) (HuGBP-2) 
-3,26 0,07 -8,22 0,03 4,67 0,24
CD3D T-cell surface glycoprotein CD3 delta chain precursor (T-cell receptor T3 delta chain) -4,14 0,02 -8,62 0,03 3,45 0,43
FBLN5 
Fibulin-5 precursor (FIBL-5) (Developmental 
arteries and neural crest EGF-like protein) (Dance) 
(Urine p50 protein) (UP50) 
-6,76 0,00 -9,99 0,01 3,26 0,44
SLC43A3 solute carrier family 43, member 3 -4,65 0,01 -11,87 0,01 3,79 0,36
GSN Gelsolin precursor (Actin-depolymerizing factor) (ADF) (Brevin) (AGEL) -9,25 0,00 -14,81 0,00 3,09 0,44
# Base de datos del NCBI que da una visión organizada del transcriptoma de diferentes especies 
(ww.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene) 
*Diferencias de expresión entre clases en número de veces. Si el valor es negativo quiere decir que ese gen se sub-expresa 
para la clase tumoral que se menciona primero en el enunciado de la columna correspondiente, y si es positivo es que se 
sobre-expresa para la misma clase tumoral. 
+Leyenda del código de colores; rojo: genes sobre-expresados con FDR<0,15; naranja: genes sobre-expresados con 
FDR≥0,15; azul oscuro: genes sub-expresados con FDR<0,15; azul claro: genes sub-expresados con FDR≥0,15. 
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Figura 4.2: Visualización de los perfiles de expresión de los genes posiblemente asociados a la transición FA ? 
FTC (tabla 4.7) mediante un clustering no supervisado. Las columnas representan los tumores y las filas los 
genes. En el árbol que agrupa los casos se observan dos ramas principales: la de la izquierda, que contiene los 
tres tejidos normales más 11 de los 13 adenomas foliculares, y la de la derecha, que agrupa los 7 carcinomas 
foliculares y los dos adenomas restantes. Cabe destacar que el FTC_04T229 se trata de un FTC mínimamente 
invasivo.  
Leyenda de la barra de color: el color azul oscuro y el color rojo representan sub- y sobre-expresión, 
respectivamente, siendo la referencia 0 y el rango de la representación de -2 a +2. 
 
4.5 Genes cuyos cambios de expresión se asocian a la pérdida de diferenciación 
de los tumores tiroideos. 
 
Se asumió que los genes cuya expresión era significativamente diferente tanto en la 
comparación ATC/PDTC frente a FTC, como en la comparación ATC/PDTC frente a PTC, 
estaban relacionados con la pérdida de diferenciación y la agresividad clínica. Aquellos 
genes que únicamente se expresaron de forma diferencial en una de estas comparaciones 
se supuso que estaba relacionado con la etología específica de cada una de las clases que 
compone los tumores bien diferenciados. 
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Teniendo en cuenta sólo los transcritos comunes a ambas comparaciones por pares, se 
observó que 742 clones correspondientes a 594 genes y 83 ESTs estaban sobre-
expresados, y que 678 clones correspondientes a 535 genes y 78 ESTs estaban sub-
expresados en los ATC/PDTC. 
 
4.6 Perfil funcional: rutas y familias génicas relacionadas con la progresión y 
malignidad del cáncer de tiroides. 
 
 
Se aplicó el test de FatiScan para el análisis del enriquecimiento funcional del perfil 
transcripcional diferencial obtenido tras la comparación de ATC/PDTC versus WDTC. Así, 
entre los transcritos sobre-expresados, se observó una sobre-representación significativa 
(p-valor ajustado <0,05) de genes involucrados en la ‘’progresión del ciclo celular”. Este 
término de Gene Ontology, engloba otros términos más específicos tales como: la mitosis, 
la replicación y reparación del ADN, procesos basados en los filamentos de actina y los 
microtúbulos, y la reorganización cromosómica y la biogénesis, que de forma independiente 
también fueron significativos. 
 
El estudio adicional de las funciones biológicas de los genes diferencialmente expresados 
en ATC/PDTC reveló que entre éstos, había un enriquecimiento de varias rutas y términos 
de KEGG. Es de resaltar que rutas de señalización como la de las MAP quinasas, la de 
TGF-β, la de WNT, la adhesión focal y movilidad celular, y la activación de la polimerización 
presentaron sobre-expresión de genes clave para la activación de estas vías, así como sub-
expresión de inhibidores de la transducción de la señal de los mismos procesos. La tabla 
4.9 muestra los genes diferencialmente expresados dentro de estas categorías funcionales 
(FDR<0,15; >2 veces de expresión diferencial). Asimismo, se observó que algunos de los 
genes con un patrón similar de transcripción (significativamente sobre- o sub- expresados 
para ATC/PDTC), pertenecían a la misma familia de genes (Tabla 4.10). 
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Tabla 4.9: Rutas de KEGG enriquecidas con genes sobre- y sub- expresados (FDR <0,15 y diferencias de 
expresión en valor absoluto>2 veces) en ATC/PDTC versus PTC y FTC. 
Términos KEGG Genes sobre-expresados Genes sub-expresados 
Ruta de señalización de las MAP quinasas 
AKT2, SOS1, FGFR1, MAPK12, ATF4, 
STMN1, MYC, ELK1, TGFB2, RAC1, 
HRAS, CRKL, ARRB2, MINK1, TGFBR2, 
NRAS, MAP4K4, MKNK1, MAPK8IP1, 
CDC25B, MAP2K3, PRKCA y MAP3K8 
PLA2G6, NF1, CASP2, DUSP14 y 
CASP9 
Ciclo celular 
MCM7, MAD2L1, CDK2, PKMYT1, 
HDAC2, ORC6L, CDKN2C, GSK3B, E2F2, 
MCM10, CCNA2, TGFB2, MCM6, CCNB2, 
BUB1, CCNE1, CDC25A, CDC6, 
CDC25B, MCM3, PRKDC y CDC2 
- 
Adhesión focal 
ABI2, ARPC1B, MYH10, PFN1, SOS1, 
FGFR1, ARPC3, GNA13, ITGA5, RAC1, 
HRAS, SSH1, CRKL, ACTN2, DIAPH3, 
NRAS, ITGA11, VIL1, F2R y PIK3CD 
ARHGAP5, PPP1CA y PAK3 
Regulación del citoesqueleto de actina 
ABI2, ARPC1B, MYH10, PFN1, SOS1, 
FGFR1, ARPC3, GNA13, ITGA5, RAC1, 
HRAS, SSH1, CRKL, ACTN2, DIAPH3, 
NRAS, ITGA11, VIL1, F2R y PIK3CD 
PPP1CA, AVIL y PAK3 
Ruta de señalización de TGFβ GDF5, THBS1, MYC, FST, TGFB2, SMURF1, TGFBR2, RBX1 y  IFNG 
PPP2CB, ID1, SMAD7, ID2, 
BMPR1A, ZFYVE16 y ID4 
Ruta de señalización de WNT WNT5B, WNT8B, GSK3B, MYC, VANGL1, RAC1, RBX1, PRKCA y DVL3 PPP2CB, SIAH1, CXXC4 y FZD5 
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Tabla 4.10: Principales familias génicas enriquecidas con genes sobre- y sub- expresados en ATC/PDTC versus 
PTC y FTC. El nombre de las familias procede de la base de datos Entrez Gene y de información obtenida a 
través de PubMed. 
Familia Génica  Símbolo del Gen  
Familias génicas con genes sobre-expresados   
Familia de las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMP)  MMP1, MMP2, MMP10, MMP11, MMP19 y MMP25  
Familias Alpha, beta y gamma tubulinas  TUBG2, TUBB5, TUBB, TUBA8, TUBA6, TUBA3 y TUBA1  
Familia de los enzimas E2 ubiquitin-conjugantes  UBE2C, UBE2T, UBE2I, UBE2V2 y UBE2V1  
Familia A de los antígenos del melanoma  MAGEA1, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA4, MAGEA6, MAGEA8, MAGEA10 y MAGEA11 
Familia de las ciclinas involucradas en la transcripción CCNE1, CCNB2 y CCNA2 
Familia de las proteínas centroméricas  CENPA, CENPB, CENPE y CENPF 
Familia de las lamininas de la matriz extracelular de 
glicoproteínas 
 LAMB1, LAMA3, y LMNA y el mediador de la interacción 
entre laminina B y cromatina (LBR) 
Familia del colágeno COL12A1, COL6A3, COL6A2 y COL1A1  
Familia de las proteínas DEAD box  DDX11, DDX55, DDX39, DDX21 y DDX10  
Familia de las quemoquinas X  CXCL10, CXCL11 y CXCL3 
Familia de las proteínas relacionadas con la actina (ARPs)  ACTRT1, ACTL7B, ARPC3 y ARPC1B  
Familia de los factores proteicos de transformación del 
crecimiento  TGFBR2, TGFB2, TBRG4 y TGFB1I1   
Superfamilia de receptores y ligandos de los factores de necrosis 
tumoral  
Receptores: TNFRSF6B, TNFRSF19L; Ligandos: 
TNFSF7, TNFSF13B y TNFSF11  
Familia de quinasas relacionadas con NIMA (never in mitosis 
gene a)  NEK2, NEK3 y NEK6  
Familias génicas con genes sub-expresados   
Familia de las fosfatasas 2  PPP2R5C, PPP2R5A y PPP2CB  
Familia de las proteínas dominante negativo helix-loop-helix ID1, ID2 y ID4  
Familia de las proteíans Heat-shock  DNAJC4, DNAJB5 y DNAJB2,  
Familia de proteínas aldehído deshidrogenasas: ALDH9A1, ALDH6A1, ALDH3A2 y ALDH1A1  
Superfamilia de cadherinas integrantes de membrana que median 
la adhesión célula-célula dependiente de calcio  CDH1 y CDH12 
 
4.7 Un clasificador de pronóstico clínico para los tumores bien diferenciados. 
 
Mediante el algoritmo de aprendizaje SVM y el método de selección de genes F-ratio, el 
programa Prophet definió una regla de predicción pronóstica compuesta por sólo 30 
transcritos, de los cuales 23 correspondieron a genes (Tabla 4.11) y 6 a ESTs. Este 
clasificador presentó un error de validación cruzada para la serie tumoral analizada del 
0,0455% (Figura 4.3a), de forma que la predicción de la clase pronóstica fue aparentemente 
incorrecta  en tan sólo dos casos. 
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El análisis jerárquico no supervisado utilizando el conjunto de genes seleccionados por el 
predictor permitió visualizar la discriminación entre los tumores con diferente pronóstico 
clínico (Figura 4.3b). 
 
Tabla 4.11: Detalles de los 23 genes de la firma de pronóstico clínico identificada con el programa Prophet. 
Símbolo del 
gen 
Descripción (según la base de datos 
Unigene#) Cr
1 Inicio (pb) Fin (pb) Hebra PPTC versus NPPTC2,3 FDR-ajustado 
ANLN Anillin, actin binding protein (scraps homolog, Drosophila) 7 36202672 36266638 1 5,85 9,58E-05 
BIRC5 Baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin) 17 73721944 73732372 1 6,00 7,03E-05 
UBE2C Ubiquitin-conjugating enzyme E2C 20 43874662 43879001 1 8,08 1,94E-06 
CENPA Centromere protein A, 17kDa 2 26898803 26935583 1 5,98 7,25E-05 
CCNB2 Cyclin B2 15 57184612 57204535 1 6,74 1,35E-05 
PRC1 Protein regulator of cytokinesis 1 15 89310279 89338808 -1 6,75 1,35E-05 
NUSAP1 Nucleolar and spindle associated protein 1 15 39412380 39460535 1 5,78 1,09E-04 
ASPM Asp (abnormal spindle)-like, microcephaly associated (Drosophila) 1 193785111 193847224 -1 7,54 3,89E-06 
D2S448 interleukin 1 receptor antagonist 2 1605957 1718575 -1 7,10 8,04E-06 
DIAPH3 Diaphanous homolog 3 (Drosophila) 13 59246299 59636042 -1 6,18 4,88E-05 
RRM2 Ribonucleotide reductase M2 polypeptide 2 10213331 10221218 1 5,73 1,15E-04 
C10orf3 Chromosome 10 open reading frame 3. CEP55, centrosomal protein 55kDa 10 95246386 95278837 1 5,80 1,06E-04 
SIAH1 Seven in absentia homolog 1 16 46951950 46976717 -1 -6,64 1,76E-05 
SH3BGRL2 SH3 domain binding glutamic acid-rich protein like 2 6 80397719 80470088 1 -6,15 5,15E-05 
C6orf209 Chromosome 6 open reading frame 209 6 70442472 70563609 -1 -8,06 1,94E-06 
SDK2 Sidekick homolog 2 (chicken) 17 68842119 68945808 -1 -6,98 8,50E-06 
APLP2 Amyloid beta (A4) precursor-like protein 2 11 129445011 129519910 1 -7,08 8,04E-06 
PTPRN2 Protein tyrosine phosphatase, receptor type, N polypeptide 2 7 156831227 157879837 -1 -7,69 2,92E-06 
NCRMS Non-coding RNA in rhabdomyosarcoma (RMS) 12 96382930 96482924 1 -6,03 6,60E-05 
C7orf23 Chromosome 7 open reading frame 23 7 86470131 86493682 -1 -7,42 4,67E-06 
PDK2 
Pyruvate dehydrogenase kinase, 
isoenzyme 2. The reference sequence  
status is provisional 
17 45527695 45543421 1 -6,38 3,13E-05 
ORMDL3 ORM1-like 3 (S. cerevisiae) 17 35330822 35337380 -1 -7,05 8,04E-06 
PPAP2B Phosphatidic acid phosphatase type 2B 1 56671960 56757154 -1 -6,77 1,35E-05 
# Base de datos del NCBI que da una visión organizada del transcriptoma de diferentes especies 
(ww.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene) 
1Cr, cromosoma; 2 PPTC, carcinomas tiroideos de mal pronóstico y NPPTC, carcinomas tiroideos sin recurrencia ni metástasis 
durante el seguimiento; 3 Diferencias en la expresión de los genes de la firma molecular medidas en números de veces con 
respecto PPTC, al comparar los PPTC frente a los NPPTC.  
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a 
Clase predicha 
 
Clase real 
PPTC NPPTC Error 
PPTC 16 0 0 
NPPTC 2 26 0,0714 
      Error Total: 0,0455 
 
Figura 4.3: (a) Matriz de confusión del clasificador generado por Prophet. Los dos casos clasificados a priori de 
forma incorrecta fueron PTC_04T116 y FTC_04T231 (flecha negra), (b) Clustering no supervisado: las columnas 
representan los tumores y las filas los genes del clasificador. La rama de la izquierda incluye todos los tumores 
de mal pronóstico y la de la derecha incluye sólo los casos de buen pronóstico.  
Leyenda de la barra de color: el color azul oscuro y el color rojo representan sub- y sobre-expresión, 
respectivamente, siendo la referencia 0 y el rango de la representación de -2 a +2. 
4.8 Validación de los datos de expresión génica obtenidos con el Oncochip 12K. 
 
La validación experimental de los resultados obtenidos con la micromatriz de expresión se 
realizó sobre 2 ATC, 3 PDTC, y 17 WDTC (3 FTC y 14 PTC) mediante sondas TaqMan 
prediseñadas para cuatro de los genes seleccionados por el clasificador de pronóstico 
clínico: UBE2C (ubiquitin-conjugating enzyme E2C), survivina o BIRC5 (efector cell 
peptidase receptor1), anillina o ANLN (actin-binding protein) y CENPA (centromere protein 
A). Todos ellos mostraron una mayor expresión en los casos ATC y PDTC con respecto 
WDTC y por lo tanto, validaron la plataforma de alta densidad Oncochip 12K. 
 
b 
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Asimismo, los resultados de expresión de esta serie confirmaron varios marcadores 
moleculares previamente descritos en series independientes de cáncer de tiroides 
(Giordano et al., 2005; Hou et al., 2007; Huang et al., 2001; Motti et al., 2005; Onda et al., 
2004; Pallante et al., 2005; Prasad et al., 2004; Rocha et al., 2003; Sorrentino et al., 2005; 
Zou et al., 2005) (Tabla 4.12).  
 
Tabla 4.12: Genes con expresión diferencial específica de los subtipos o procesos tumorales estudiados, que 
han sido descritos previamente como marcadores de dichas clases o procesos.  
Genes sobre-expresados en ATC/PDTC Genes sub-expresados en ATC/PDTC 
Símbolo del Gen Breve Descripción Símbolo del Gen Breve Descripción 
UBE2C enzima ubiquitin-conjugante E2C CDH1 Cadherina 1, tipo 1, E-cadherina (epitelial) 
S100A4 Proteína  A4 de unión al calcio (calvasculina, metastasina) TG Tiroglobulina 
STK5  Aurora quinasa B PAX8 Factor de transcripción de la familia PAX 
Genes sobre-expresados en los tumores BRAF positivos Genes sub-expresados enlos tumores BRAF positivos 
Símbolo del Gen Breve Descripción Símbolo del Gen Breve Descripción 
CITED1 Transactivador 1 Cbp/p300-interacting  TPO  Hidrógeno peróxido oxidorreductasa 
FN1 Fibronectina   
 Genes sub-expresados en FTC 
  Símbolo del Gen Breve Descripción 
  PTEN Fosfatasa 3 fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato 
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La tecnología de alta densidad de las micromatrices de expresión se ha convertido en una 
herramienta eficaz para la identificación de genes y grupos de genes con un patrón de 
expresión diferencial, de acuerdo a unas condiciones experimentales concretas. Dado que 
las patologías tiroideas son entidades complejas y de gran variabilidad, constituyen un buen 
modelo donde aplicar estas herramientas. De este modo, en los últimos años, se han 
utilizado para estudiar tanto patologías tiroideas benignas (nódulos tiroideos 
hiperfuncionantes y adenomas foliculares), como malignas (carcinomas papilares, 
carcinomas foliculares y en menor medida, carcinomas pobremente diferenciados y 
anaplásicos) con el fin de identificar los eventos genéticos específicos de cada tipo de 
enfermedad, así como las rutas de señalización involucradas o afectadas en el desarrollo de 
las mismas (Aldred et al., 2004; Barden et al., 2003; Chevillard et al., 2004; Delys et al., 
2007; Eszlinger et al., 2005; Eszlinger et al., 2004; Finley et al., 2004; Giordano et al., 2005; 
Huang et al., 2001; Jarzab et al., 2005; Lui et al., 2005; Weber et al., 2005; Yano et al., 
2004). 
 
En este sentido, este estudio ha confirmado resultados previos y esclarecido varios puntos 
con respecto a marcadores moleculares, procesos biológicos, redes proteicas y familias 
génicas relacionadas con los diferentes subtipos de neoplasias tiroideas. Asimismo, se han 
identificado rutas moleculares concretas relacionadas con la compleja red de procesos 
involucrados en la transformación de estas patologías. A continuación, se discuten estos 
resultados. 
 
5.1 Las mutaciones tempranas se correlacionan con las características fenotípicas 
de los tumores tiroideos y desvelan el origen de los tumores pobremente 
diferenciados y anaplásicos. 
 
Los tumores del epitelio folicular tiroideo abarcan un amplio espectro de fenotipos, 
características biológicas y clínicas, que parecen estar directamente relacionados con 
diferentes eventos moleculares. En este sentido, la identificación de las mutaciones 
activantes de la ruta de transducción de señales RET/RAS/BRAF/MAPK ha representado 
uno de los grandes avances en el conocimiento molecular de esta patología, que incluye 
múltiples entidades. Tal es el caso de las mutaciones tempranas en los genes NRAS, BRAF 
y el reordenamiento RET/PTC1. Las dos últimas son características de los carcinomas 
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papilares tiroideos y rara vez aparecen en la variante folicular de los PTC. De acuerdo a la 
literatura, en torno a un 5% de los casos BRAF positivos son FVPTC (Nikiforova et al., 
2003), y en nuestra serie sólo se detectó en 1 caso de variante folicular (FVPTC_04T223).  
 
De forma global, el 45,8% (11/24) de los PTC bien diferenciados presentó la mutación 
BRAF p.Val600Glu, elevándose el porcentaje al 66,7% (10/15) al excluir los PTC variante 
folicular. Si hacemos la misma consideración con el resto de las mutaciones, es decir, 
teniendo en cuenta sólo las variantes donde a priori existe posibilidad de encontrar dichas 
alteraciones, la frecuencia de RET/PTC1 pasó del 12,5% (3/24) al 20% (3/15) al excluir los 
FVPTC, y la de NRAS del 20,8% (5/24) al 55,6% (5/9) si sólo tenemos en cuenta los 
FVPTC. Probablemente, junto con los factores geográficos y ambientales, la forma de 
calcular el porcentaje de aparición de estas mutaciones y la representación heterogénea de 
los distintos subtipos de PTC, sean las causas de la gran amplitud de los rangos de 
frecuencias descritas en diferentes series. En cualquier caso y a pesar del tamaño de la 
serie, nuestro estudio se ajustó a los rangos establecidos para dichas mutaciones: BRAF, 
29-74% (Kimura et al., 2003; Nikiforova et al., 2003; Soares et al., 2004); RET/PTC1, 5-30% 
(Pierotti et al., 1995); NRAS, 0-43% (Kimura et al., 2003).  
 
En relación a nuestra serie de FTC y FA, cabe mencionar que la frecuencia de mutaciones 
de NRAS fue del 14,3% (1/7) y 30,8% (4/13), respectivamente. Estos porcentajes también 
se ajustaron a los rangos previamente descritos (17-53% para los FTC y 9-48% para los FA) 
(Hou et al., 2007; Nikiforova et al., 2003). El hecho de que las mutaciones en NRAS sean 
compartidas por los adenomas foliculares, los carcinomas foliculares y la variante folicular 
de los PTC, sugiere que está relacionada con el patrón folicular de crecimiento, y por tanto 
no sorprende que no esté presente en los PTC clásicos y otras variantes de patrón no 
folicular. 
 
Finalmente, el estudio de las mutaciones tempranas en los carcinomas pobremente 
diferenciados y en los anaplásicos, nos permitió identificar la naturaleza de la lesión 
precursora de algunas de estas neoplasias. Así, 2 ATC (04T103 y 04T249), y 1 PDTC 
(04T97) fueron positivos para la mutación NRAS p.Gln61Arg, lo que apunta hacia un origen 
folicular desde el punto de vista histológico. Por otro lado, el PDTC 05T205 fue positivo para 
la mutación BRAF p.Val600Glu, indicando que este último procedía de un PTC. Además, la 
valoración del corte histológico permitió localizar focos celulares con características 
nucleares similares a las del PTC. Cabe destacar el hallazgo de un ATC (04T138) con 
expresión del reordenamiento RET/PTC1, aunque su expresión fue más débil que en los 
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casos PTC bien diferenciados positivos para esta alteración. Normalmente, los 
reordenamientos RET/PTC se asocian a un pronóstico favorable y se cree que la progresión 
de un PTC portador de reordenamiento a formas pobremente diferenciadas, implica la 
reducción de su expresión (Tallini et al., 1998). Sin embargo, también se han descrito casos 
de ATC que mantienen la expresión del gen quimera (Lai et al., 2005). Por último, 3 de los 
PDTC (04T141, 04T143 y 04T144), a pesar de ser negativos para las alteraciones 
moleculares analizadas, presentaron por valoración de los cortes histológicos focos de 
atipia nuclear propia de los PTC, en el primer caso, y una arquitectura folicular propia de los 
FTC o de los FVPTC, en los dos últimos.  Así pudo definirse la naturaleza de la lesión 
precursora del 61,5% (8/13) de los ATC/PDTC estudiados, mientras que en el resto de 
casos (1 PDTC y 4 ATC) no pudimos descartar un origen de novo (Lam et al., 2000; Lo et 
al., 1999; Pilotti et al., 1997), si bien hay que mencionar que no dispusimos de material 
biológico de los ATC 04T139 y 04T140 para realizar este estudio.  
 
5.2 El análisis de los perfiles de expresión de acuerdo a la mutación temprana, 
revela marcadores y redes proteicas específicamente relacionados con las 
alteraciones estudiadas. 
 
Las mutaciones en NRAS, BRAF y el reordenamiento RET/PTC1 son alteraciones a priori 
funcionalmente similares, ya que todas ellas activan la ruta de señalización de las 
MAPkinasas (Kimura et al., 2003). Sin embargo, como se discute en el apartado anterior, 
hemos observado que existe una correlación genotipo/fenotipo relacionada con la mutación 
específica, y ensayos in vitro demuestran que estas oncoproteínas no son completamente 
equivalentes (Melillo et al., 2005). En los últimos años se han publicado varios estudios en 
distintos tipos de tumores sólidos donde la correlación entre los perfiles de expresión y la 
presencia/ausencia de mutaciones concretas, ha permitido identificar cambios 
transcripcionales asociados a cada genotipo (Bertucci et al., 2004; Jazaeri et al., 2002; 
Pavey et al., 2004). En relación al cáncer de tiroides, han sido pocos los trabajos publicados 
que plantean diferencias de acuerdo a la mutación temprana presente en los tumores 
(Frattini et al., 2004; Giordano et al., 2005), posiblemente por la variabilidad de esta 
patología, la sub-estratificación de las muestras y la dificultad de conseguir un número de 
casos adecuado.  
 
En este sentido y dada la influencia del tipo de mutación primaria en el desarrollo y 
evolución de distintas neoplasias, se decidió realizar un estudio específico de expresión de 
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acuerdo al genotipo concreto de los tumores, independientemente del grado de 
diferenciación del tumor o de su clasificación según los criterios de la OMS (DeLellis et al., 
2004). Los resultados mostraron una asociación del genotipo con cambios específicos en la 
regulación génica. Hay que destacar que el número de genes con expresión diferencial 
observado fue modesto, sobre todo para la comparación entre los tumores BRAF positivos y 
los RET/PTC1 positivos. Una posible explicación es el reducido número de casos 
RET/PTC1 positivos, que conlleva en sí un bajo poder estadístico en todas las 
comparaciones en las que participa (como también se observó al comparar esta clase con 
los tejidos normales). Sin embargo, esta limitación estuvo condicionada por la clase tumoral 
con la que se enfrentó la clase RET/PTC1 positiva para cada una de las comparaciones. De 
este modo, en la tabla 4.2 se observa que mientras que la comparación NRAS versus 
RET/PTC1 generó 392 genes diferencialmente expresados (FDR<0,15, >2 veces de 
diferencias de expresión en valor absoluto), la comparación BRAF versus RET/PTC1 
generó 59. Esto puede deberse a que tanto la clase de tumores BRAF positivos como la 
clase de tumores RET/PTC1 positivos están integradas por casos que comparten un mismo 
patrón histológico, o al menos en su origen lo compartieron, de forma que las diferencias 
son más sutiles cuando se comparan estas clases entre sí, que cuando se compara con 
tumores NRAS positivos, que morfológicamente son distintos. Asimismo, estudios 
citogenéticos y trabajos en modelos animales (Knauf et al., 2005; Saavedra et al., 2000; 
Wreesmann et al., 2004) indican que la naturaleza de las mutaciones implicadas en la 
patología tiroidea no es la misma. De esta manera, las mutaciones RET/PTC1 y BRAF se 
ajustan a un modelo de alteración “activante dominante”, con un fondo genómico estable y, 
por el contrario,  mutaciones en la familia de proto-oncogenes RAS se asocian a un modelo 
con múltiples mutaciones activantes y pérdidas de función de supresores tumorales en un 
entorno genómico complejo (Saavedra et al., 2000). Posiblemente, esta sea la razón por la 
que los tumores RAS positivos presentan un mayor número de genes específicos 
diferencialmente expresados. 
 
En lo que respecta a los genes individuales, en este estudio se confirma la asociación 
específica a mutación o al patrón histológico de varios de los genes señalados en el trabajo 
de Giordano et al (Giordano et al., 2005) como: CACNA2D2, HLF, VAV3, SERPINA1, 
S100A10, NUMA1, DCI, HHEX, SCGB2A1 y DIO1 (Tablas 4.3, 4.4, 4.6). Sin embargo, 
existen controversias en la interpretación de alguno de estos resultados debido a que, a 
diferencia del presente estudio, en el trabajo de Giordano no se aporta la información 
relativa a la expresión de los genes específicos de mutación con respecto al tejido normal. 
Así, los genes SCGB2A1 y DIO1, que Giordano et al marcan como sobre-expresados en los 
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casos NRAS positivos, nosotros los marcamos como sub-expresados tanto en los tumores 
BRAF positivos como en los RET/PTC1 positivos. Esto es porque SCGB2A1 y DIO1 no 
presentan diferencias de expresión para los tumores NRAS positivos con respecto al tejido 
normal, y en cambio sí para las clases BRAF y RET/PTC1. Luego las alteraciones en la 
regulación génica de estos genes son específicas de los PTC con patrón de crecimiento 
papilar (BRAF y RET/PTC1 positivos) (Tabla 4.6).  Lo mismo sucede con SERPINA1, 
puesto que en el estudio de Giordano se considera como un gen sub-expresado en los 
casos NRAS positivos y, sin embargo, estuvo sobre-expresado en los BRAF y RET/PTC1 
positivos de nuestra serie, no presentando relevancia alguna para los NRAS positivos. Esto 
es de gran importancia, dado que el conocimiento de la expresión diferencial de estos 
tumores asociada de forma específica a cada una de las mutaciones, nos puede permitir 
comprender mejor la biología de estas patologías y ayudarnos en el diseño de terapias 
dirigidas y efectivas. Por lo tanto, es fundamental una interpretación correcta de los 
resultados. 
 
Por otra parte, hay resultados que apuntan en la misma dirección. En este sentido, cabe 
destacar la sub-expresión específica de NUMA1 en los casos RET/PTC1 positivos, gen que 
codifica una proteína esencial para el mantenimiento de la integridad nuclear y la formación 
del huso mitótico (Du et al., 2001) y que ha sido identificada tanto en el trabajo de Giordano 
et al como en este estudio. Otro gen sub-expresado de forma específica en los RET/PTC1 
es la ciclina CCNH. Este gen codifica una proteína que junto con CDK7 y MAT1 constituye 
el complejo quinasa dependiente de ciclina del factor multiproteíco TFIIH, que juega un 
papel importante en el control del ciclo celular, de la transcripción y en la reparación del 
ADN (Eki et al., 1998; Ford et al., 2000). Por el contrario, en los BRAF positivos, uno de los 
componentes del mismo complejo (CDK7) está sobre-expresado de forma específica. Por lo 
tanto, este complejo parece tener una función bimodal en los carcinomas con patrón papilar 
de acuerdo al genotipo. 
 
Otro de los genes que se sobre-expresa en los tumores BRAF positivos es CITED1. La 
sobre-expresión de este gen, que codifica una proteína reguladora de la transcripción de 
proteínas nucleares, se ha asociado con el PTC en varios trabajos basados en perfiles de 
expresión y en paneles de marcadores inmunohistoquímicos (Aldred et al., 2004; Huang et 
al., 2001; Prasad et al., 2005), pero nunca antes con la presencia de la mutación en BRAF. 
Según nuestros resultados, los tumores BRAF positivos presentan de forma homogénea 
sobre-expresión significativa de CITED1, mientras que los RET/PTC1 positivos muestran 
niveles de expresión similares a los del tiroides normal. Estos resultados podrían indicar que 
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la sobre-expresión de CITED1 es una consecuencia de la actividad oncogénica de BRAF, 
aunque hasta la fecha no se ha descrito una conexión funcional que apoye esta hipótesis.  
 
Por otro lado, hay genes ampliamente relacionados en la literatura con los PTC que no 
pudieron ser confirmados para el estudio específico de mutaciones ya que no superaron los 
filtros del pre-procesado para el conjunto de casos NRAS positivos. Sin embargo, sí se 
pudieron analizar para las comparaciones en las que no participó dicha clase de tumores. 
Tal es el caso del gen de la fibronectina FN1 (Huang et al., 2001), con sobre-expresión en 
los casos BRAF positivos (FDR=0,0005 y 7,2 veces de diferencia de expresión con respecto 
N) y RET/PTC1 positivos (FDR= 0,19, 7 veces de diferencia de expresión con respecto N), 
o del gen de la tiroperoxidasa TPO (Durante et al., 2007; Giordano et al., 2005), sub-
expresado únicamente en los tumores BRAF positivos (FDR= 0,0016 y 6 veces de 
diferencia de expresión con respecto el tejido normal). 
 
Dentro de los genes específicos de NRAS, cabe mencionar la sobre-expresión de GNAS1. 
Este gen codifica la subunidad alfa de la proteína heterodímerica Gsα que acopla TSHR 
(receptor de la hormona tirotrópica) con la adenilato ciclasa, activando así la vía del AMP 
cíclico (Figura 1.1). Cabe destacar que esta vía Gsα/AMPcíclico ha sido relacionada con la 
activación de RAS (Pak et al., 2002), de manera que la sobre-estimulación de la cascada 
del AMP cíclico podría potenciar la actividad de una proteína RAS oncogénica o tener una 
relación directa con la presencia de mutaciones en esta familia de proto-oncogenes. 
 
Finalmente, la herramienta bioinformática SNOW (http://babelomics2.bioinfo.cipf.es) nos 
permitió integrar los resultados de los perfiles de expresión con los datos de interacciones 
proteicas registradas en distintas bases de datos que recogen únicamente anotaciones 
experimentales. Los resultados más interesantes fueron los relativos a los genes sub-
expresados de forma específica en los casos NRAS positivos. Estos análisis mostraron que 
los productos de dichos genes estaban en un entorno significativamente conectado, 
destacando la presencia de un componente inter-proteíco de gran tamaño en el que se 
pudieron identificar varios receptores de citoquinas (TNFRSF12A, TNFRSF10D, CD40, 
IL7R, CSF2RB, IFNAR2 e IFNGR1), y dos antígenos de clase I del complejo mayor de 
histocompatibilidad MHC (Major histocompatibility complex): HLA-E y HLA-G. Esto es de 
gran interés, ya que la reducción selectiva de la expresión tanto de epítopos del complejo 
MHC como de receptores de citoquinas (Marincola et al., 2003; Natali et al., 1989), se han 
mostrado como mecanismos por los que las células tumorales eluden la respuesta inmune y 
la infiltración linfocítica intratumoral que ésta conlleva (Dranoff, 2004). De acuerdo con esto, 
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las características funcionales de esta red inter-proteica podrían tener relación con alguno 
de los aspectos fenotípicos y etiológicos de los tumores NRAS positivos. Éstos pueden ser: 
la menor presencia de infiltración linfocítica en los tumores con patrón folicular con respecto 
las neoplasias portadoras de mutaciones  BRAF y RET/PTC1 (los PTC con patrón de 
crecimiento papilar) (Schlumberger, 1998), y la ausencia de mutaciones en la familia de 
proto-oncogenes RAS en patologías tiroideas asociadas a procesos inflamatorios crónicos y 
por lo tanto, a respuestas inmunes prolongadas. Este es el caso de la tiroiditis linfocítica de 
Hashimoto, donde se ha observado expresión del reordenamiento RET/PTC1 (Rhoden et 
al., 2006), y de forma más inusual, se ha asociado también al desarrollo de PTC BRAF 
positivos (Sargent et al., 2006). 
 
Estos hallazgos contribuyen a la identificación de los mecanismos moleculares complejos 
que determinan los distintos comportamientos clínicos de los tumores tiroideos y podrían ser 
de interés en el diseño de terapias dirigidas y efectivas. 
 
5.3  El estudio de los perfiles de expresión de acuerdo con la mutación temprana 
revela una proximidad genética de la variante folicular de los PTC a los FTC y 
FA. 
 
La variante folicular de los PTC es una entidad controvertida. Si bien fue reclasificada en 
1980 como un subtipo de los PTC por su comportamiento clínico general de acuerdo a 
estudios de seguimiento a corto plazo (Chem et al., 1977; Hawk et al., 1976), son varios los 
trabajos que sugieren que algunos FVPTC podrían mimetizar las características patológicas 
de los FTC (mayor frecuencia de encapsulación y diseminación hematógena, y una menor 
frecuencia de metástasis linfáticas con respecto los PTC clásicos (Jain et al., 2001; Zhu et 
al., 2003). Desde el punto de vista molecular, los FVPTC comparten con los FTC y los FA 
las mutaciones tempranas en la familia de proto-oncogenes RAS, pero se desconocen qué 
otras alteraciones pueden determinar sus características fenotípicas.  
 
En este sentido, en la figura 4.1 de resultados observamos que todos los FVPTC, 
independientemente de que tengan o no mutación en NRAS, se agrupan con los FA y los 
FTC (con la excepción de un caso FVPTC BRAF-positivo que se agrupa con el resto de 
PTC). Dado que el comportamiento genético de los FVPTC NRAS negativos es más 
próximo al de los tumores FA/FTC/FVPTC NRAS positivos que al de los PTC BRAF y 
RET/PTC1 positivos, es probable que el tipo de mutación temprana que presenten aquellos, 
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sea funcionalmente similar a las mutaciones en NRAS y, del mismo modo, se ajuste a un 
modelo con un entorno genómico complejo (Saavedra et al., 2000). 
 
De esta manera, se ha descrito en la literatura que los FVPTC comparten un patrón de 
aberraciones cromosómicas con los FTC y FA, a diferencia de los PTC clásicos 
(Wreesmann et al., 2004). En este sentido, entre los genes específicos para NRAS positivos 
independientemente del subtipo, se encontró una sub-expresión significativa del gen 
MAP3K7IP1 (TAB1), que está localizado en el brazo largo del cromosoma 22 (22q13.1), una 
región cromosómica habitualmente perdida en los FTC, FA y FVPTC (Kitamura et al., 2001; 
Wreesmann et al., 2004). Además, MAP3K7IP1 codifica una proteína necesaria para la 
autofosforilización y activación de p38α (Ge et al., 2003) , lo que es de especial interés dado 
que p38α inhibe in vitro la actividad oncogénica de RAS (Qi et al., 2007). Luego la pérdida 
de MAP3K7IP1 podría favorecer la proliferación celular mediada por RAS. Por otro lado, se 
encontró sobre-expresión de los genes LOC90355 (C5orf30), FOXO1A y UGT8 que están 
localizados en las bandas cromosómicas 5q21.1, 13q14.1 y 4q26, respectivamente, todas 
ellas regiones comúnmente ganadas en los FTC, FA y FVPTC (Wreesmann et al., 2004). 
 
Estas alteraciones en la expresión génica podrían ser la consecuencia funcional de los 
desórdenes cromosómicos presentes en este tipo de tumores. No obstante, se requiere una 
validación de estos resultados en una serie independiente, así como un estudio citogenético 
para corroborar la relación sobre/sub- expresión de estos genes con una ganancia/pérdida 
de regiones cromosómicas concretas en los tumores con arquitectura folicular.  
 
En lo que respecta a una reclasificación de los FVPTC como FA/FTC, hay que tener en 
cuenta que esto tendría grandes implicaciones pronósticas y terapeúticas, sobre todo en los 
casos FVPTC sin invasión capsular ni vascular o metástasis. Estos casos podrían ser 
reclasificados como FA, independientemente de la presencia de factores pronósticos 
adversos (edad de diagnóstico superior a los 45 años o un tamaño de la lesión mayor de 4 
cm) y, por consiguiente, no sería necesaria la tiroidectomía completa o la administración de 
radioiodo (Wreesmann et al., 2004). Por lo tanto, a pesar de las evidencias observadas en 
distintos trabajos, incluido este, son totalmente necesarios estudios en series extensas con 
seguimientos clínicos largos para establecer una categoría definitiva de los FVPTC. 
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5.3.1 La expresión diferencial de marcadores concretos determina eventos 
relacionados con la transición Adenoma Folicular a Carcinoma Folicular 
Tiroideo. 
 
Los adenomas y carcinomas foliculares constituyen dos entidades tumorales altamente 
relacionadas por sus similitudes citológicas e histológicas, pero con marcadas diferencias 
clínicas. La detección de carcinomas tiroideos dentro de lesiones benignas pre-existentes y 
la correspondencia de alteraciones moleculares entre los FA y los FTC (Arora et al., 2008), 
apoyan la teoría del desarrollo del FTC a partir de una transformación carcinogénica de un 
FA pre-maligno. En este apartado se muestran qué alteraciones genéticas podrían estar 
involucradas en este proceso de acuerdo a la literatura y a los resultados del análisis de los 
transcriptomas de nuestra serie de FTC y FA. 
 
Tanto estudios en modelo murinos (Saavedra et al., 2000), como la presencia de los 
oncogenes RAS y reordenamientos PAX8/PPARγ en los FA (Castro et al., 2006; Nikiforova 
et al., 2003), parecen indicar que estas alteraciones no tienen el suficiente potencial para 
desencadenar una transformación carcinogénica. En este sentido, recientemente se han 
identificado alteraciones genéticas en algunos FTC que no se han observado en ningún FA, 
hasta el momento, y que pueden coexistir con mutaciones tempranas como NRAS 
pGln61Arg (Hou et al., 2007). Este es el caso de las mutaciones inactivantes o deleciones 
del supresor tumoral PTEN, que al igual que otras alteraciones genéticas todavía sin 
identificar, podrían colaborar con las mutaciones tempranas en el desarrollo de los FTC. 
 
Fue particularmente interesante observar una reducción significativa de la expresión de 
PTEN en los FTC con respecto el tejido normal, siendo esta sub-expresión mayor en los 
FTC que en los FA, lo que confirmaría lo expuesto anteriormente. Asimismo, cabe destacar 
la sub-expresión del gen WRN en los FTC. Este gen codifica una helicasa de la subfamilia 
de proteínas RecQ, cuyas mutaciones son la causa del síndrome de Werner. Este síndrome 
autosómico recesivo se caracteriza por un envejecimiento prematuro y una mayor incidencia 
de distintos tumores, entre ellos los tiroideos (Goto et al., 1996). De hecho, Ishikawa et al 
(Ishikawa et al., 1999) en un estudio retrospectivo, muestran una incidencia 
significativamente superior de FTC entre los pacientes con síndrome de Werner con 
respecto la población no afecta. Con estos antecedentes y dado que otros genes causales 
de síndromes hereditarios asociados a desarrollo de cáncer de tiroides, como APC, PTEN o 
PRKARIA (apartado 1.2.7), participan activamente en el desarrollo de los carcinomas 
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tiroideos esporádicos, cabe esperar que la inactivación de WRN sea de especial relevancia 
en la carcinogénesis de los FTC esporádicos. 
 
Otros genes sub-expresados en los FTC y que pueden ser de interés son: DUSP1 y MET. 
DUSP1 (MKP1) codifica una proteína fosfatasa que defosforila los residuos fosfotreonina y 
fosfotirosina de las MAPquinasas activas, su transcripción está regulada directamente por 
p53  y se ha señalado como efector de este último en la regulación negativa de las 
MAPquinasas (Li et al., 2003). De esta manera, la pérdida de la expresión de DUSP1 puede 
ser fundamental para la proliferación de los FTC y la transformación carcinogénica de los 
FA.  Por último, el gen MET codifica un proto-oncogen habitualmente sobre-expresado en 
los PTC y más específicamente, en la variante de células altas (Nardone et al., 2003; Xing, 
2007). Sin embargo y de forma sorprendente, son varios los estudios que muestran la 
pérdida alélica del locus donde se encuentra este gen (7q31) como un evento frecuente en 
los FTC (Kitamura et al., 2001; Zhang et al., 1998). Más aún, en un estudio de pérdida de 
heterocigosidad (LOH) de MET para una serie de FA, FTC, PTC y ATC, se observó que 
esta alteración era exclusiva de los FTC y de los ATC (Trovato et al., 1999). De esta 
manera, la sub-expresión de MET detectada en nuestra serie de FTC con respecto los FA y 
los N, podría ser debida a una pérdida alélica. Estos hallazgos son de gran relevancia, ya 
que no sólo indican que la expresión de MET es una vía divergente entre los PTC y los 
FTC, sino que además, su pérdida juega un papel clave en la transformación carcinogénica 
de los FA.  
 
Es necesario validar estos resultados en series independientes de tumores tiroideos. 
Asimismo, el diseño y desarrollo de estudios moleculares como la búsqueda de mutaciones 
puntuales, análisis de grandes deleciones y de pérdidas alélicas para estos genes y sus 
loci, nos podrían revelar las causas de su expresión diferencial entre los FTC y los FA. Sería 
de gran interés hacer extensivo este estudio a los PTC variante folicular, que como se 
señala en el apartado anterior tienen un comportamiento molecular muy similar al de los 
FTC y FA. 
 
Finalmente, en lo que respecta al clustering no supervisado de los FA, los FTC y tejidos 
normales, se observó que dos adenomas foliculares (05T228 y 04T224) se agrupaban con 
el FTC mínimamente invasivo 04T229 y en general, parecían estar más próximos a los FTC. 
Esto podría indicar que estos FA presentan un espectro de alteraciones moleculares 
cercana a la transformación carcinogénica, que hace que su expresión génica sea más 
próxima a los FTC que al resto de lesiones benignas.   
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5.4 Determinación de procesos y marcadores génicos involucrados en la 
progresión y pérdida de diferenciación de los carcinomas tiroideos del epitelio 
folicular. Nuevas posibilidades terapéuticas. 
 
Hasta la fecha son pocos los estudios publicados sobre perfiles de expresión en carcinomas 
anaplásicos y pobremente diferenciados, y éstos se basan en ensayos con líneas celulares 
debido a la dificultad de obtener tejido congelado de estos tumores (Onda et al., 2004). Sin 
embargo, las líneas celulares adquieren propiedades únicas durante el proceso de 
inmortalización, de manera que los resultados de estos estudios in vitro deben extrapolarse 
con cautela al ámbito de los pacientes.  
 
En este estudio se maneja una de las series más grandes descritas en la literatura de 
carcinomas tiroideos primarios con diferentes grados de diferenciación (7ATC, 6PDTC, 
31WDTC). Esto, junto con el manejo de nuevas herramientas bioinformáticas capaces de 
resolver los límites que plantean los análisis múltiples y un tamaño muestral relativamente 
pequeño, ha permitido obtener resultados que podrían repercutir significativamente en el 
manejo clínico de los pacientes con ATC/PDTC y en el diseño de terapias más dirigidas. 
 
5.4.1 Los perfiles de expresión y el enriquecimiento funcional identifican las bases 
moleculares del proceso de pérdida de diferenciación de los tumores tiroideos. 
 
En primer lugar, se encontró una sobre-regulación del ciclo celular gracias al análisis 
funcional del perfil de expresión específico de ATC/PDTC, lo que coincide con la 
agresividad de estos tumores. Además, el análisis relacionado con la pérdida de 
diferenciación confirmó una sobre- y sub- expresión de genes previamente descritos como 
marcadores de mal pronóstico para cáncer de tiroides (Motti et al., 2005; Onda et al., 2004; 
Pallante et al., 2005; Rocha et al., 2003; Sorrentino et al., 2005; Zou et al., 2005; Tabla 4.9). 
 
Más aún, el perfil transcripcional de los ATC/PDTC mostró alteraciones en la expresión 
génica previamente asociadas con mal pronóstico en distintos tipos de tumores (Glinsky, 
2006), tales como el incremento de la expresión de: miembros de la familia de proteínas 
inhibidoras de la apoptosis (BIRC5), activadores de proteínas de control del huso mitótico 
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(BUB1, BUB3, KNTC2, MAD2 (MAD2L1), PLK4 y AURORA A (STK6)) y genes relacionadas 
con el control del ciclo celular (CCNB2, CCNA2 y CDC2). 
 
Finalmente, encontramos que nuestra serie de ATC/PDTC tenía una sub-regulación de 
genes cuyos productos son críticos para la síntesis de las hormonas tiroideas, como el gen 
ARRB2, que codifica una proteína (β-arrestin 2) implicada en la desensibilización de los 
receptores de la hormona tirotrópica (TSHR) (Voigt et al., 2000), RAB5A, cuya proteína 
participa en la producción de tiroglobulina (TG; (Croizet-Berger et al., 2002), y la sub-
expresión de TG y PAX8, que también se han observado previamente en otras series de 
ATC/PDTC (Onda et al., 2004). Más aún, el gen relacionado con la morfogénesis y 
diferenciación de la glándula tiroidea, HHEX, estaba igualmente sub-expresado. Todos 
estos datos son consistentes con una ruta de señalización de la TSHR alterada y una 
pérdida de la función específica de la célula folicular tiroidea en el cáncer de tiroides 
pobremente diferenciado y anaplásico. 
 
5.4.2 El análisis funcional y de las familias génicas revela rutas moleculares 
relacionadas con la progresión del cáncer de tiroides. 
 
Observamos que la ruta de señalización de las MAPkinasas (ruta en la que se localizan las 
lesiones moleculares involucradas en el desarrollo de los WDTC; (Nikiforova et al., 2003), 
estaba fuertemente afectada en los ATC/PDTC, presentando una sobre-expresión de genes 
clave para la traducción de la señal y sub-expresión de varios reguladores negativos (Tabla 
4.9). La desregulación de esta vía es crítica para la evolución de las neoplasias tiroideas, y 
su restauración podría constituir una solución terapeútica prometedora para los pacientes 
con carcinomas tiroideos agresivos. 
 
Otras rutas de señalización que presentaron alteraciones significativas, fueron la ruta de 
TGF-β, la de adhesión focal y la de regulación del citoesqueleto de actina, estando todas 
ellas interconectadas como se muestra a continuación. La ruta de señalización de TGF-β se 
ha asociado con el proceso de transición del epitelio a mesénquima (EMT) en estadíos 
tardíos del cáncer (Siegel et al., 2003) y más recientemente, con invasión en PTC (Vasko et 
al., 2007). El EMT es un proceso de pasos múltiples que implica la disolución de las uniones 
adherentes y las uniones estrechas célula-célula (tight junctions), así como la 
reorganización del citoesqueleto, la pérdida de la polaridad de la célula epitelial, la represión 
de marcadores epiteliales y la sobre-regulación de proteínas mesenquimales (Grunert et al., 
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2003). En nuestra serie de ATC/PDTC, se observó una sobre-expresión de la ubiquitín 
ligasa E3 SMURF1 que se une a la proteína RhoA, provocando la disolución de las uniones 
estrechas intercelulares y el remodelamiento del citoesqueleto (Tabla 4.9) (Ozdamar et al., 
2005). Mas aún, el perfil transcripcional ATC/PDTC mostró una sobre-expresión de TWIST1 
y una sub-expresión de CDH1, ambos importantes reguladores de la transición epitelio-
mesénquima en los procesos metastáticos e invasivos (Yang et al., 2004; Zavadil et al., 
2005). Asimismo, varios genes codificantes de proteínas mesenquimales (miembros de la 
familia de proteínas de colágeno y laminina; Tabla 4.10) están sobre-expresados, lo que se 
ha relacionado previamente con invasión tumoral y angiogénesis (Sherman-Baust et al., 
2003; Tang et al., 2006). También se detectó una sobre-expresión de varios genes de la 
familia de las metaloproteasas (MMP), que codifican enzimas asociadas a la degradación 
de los componentes de la membrana basal del epitelio, la sobre-regulación de la ruta de 
TGF-β y la capacidad invasiva del tumor (Chambers et al., 1997). 
 
Otras proteínas relacionadas con invasión son las quemoquinas. Éstas se han detectado en 
un amplio rango de tumores y se ha sugerido que presentan un patrón de expresión 
específico de tumor (Slettenaar et al., 2006). En este estudio se observó que CXCL3, 
CXCL10 y CXCL11 estaban sobre-expresesadas de forma significativa para ATC/PDTC. 
Además, la transcripción de CXCL10 y CXCL11 está inducida por el interferón-γ que, a su 
vez, mostró sobre-expresión en estos tumores.  
 
Cabe destacar que además se detectó una sobre-expresión de la subfamilia de antígenos 
MAGEA (MAGEA1–4, MAGEA6, MAGEA8 y MAGEA10–11). Estos genes junto con otros 
miembros de la familia de antígenos MAGE, se expresan únicamente en placenta y en 
células germinales de testículo, pero sirven como marcadores tumorales de numerosos 
tipos de neoplasias (Andrade et al., 2008). Asimismo, se ha propuesto que los niveles de 
expresión de los antígenos derivados de MAGE se correlacionan con una mayor 
agresividad y con la adquisición de resistencia a agentes quimioterapéuticos como el 
paclitaxel y doxorubicina (Duan et al., 2003). Esta mayor agresividad y la resistencia a estos 
fármacos son características propias de los PDTC/ATC, de manera que una inmunoterapia 
anti-MAGE podría beneficiar a los pacientes que desarrollan estos tumores. De hecho, este 
tratamiento ya se ha aplicado a pacientes con tumores no tiroideos y los resultados 
obtenidos parecen prometedores (Burgdorf et al., 2006; Ueda et al., 2007). 
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5.4.3 Identificación de una firma molecular de pronóstico clínico para los tumores 
del epitelio folicular tiroideo. 
 
En los últimos años, se han propuesto numerosos algoritmos matemáticos con el fin de 
encontrar firmas moleculares con un reducido número de marcadores, capaces de 
discriminar características clínicas concretas (Huang et al., 2003; van de Vijver et al., 2002). 
Sin embargo, estas herramientas presentan, frecuentemente, errores relacionados con 
sesgos en el procedimiento de selección de los genes, que llevan a una subestimación de 
los fallos de predicción (Ambroise et al., 2002). En este sentido, en este estudio se utilizó el 
programa Prophet (Medina et al., 2007), una herramienta que incluye una estrategia de 
validación cruzada que genera errores de estimación sin sesgo. Mediante esta herramienta, 
obtuvimos una firma molecular de 23 genes (Tabla 4.11) y 6 ESTs que pueden distinguir 
correctamente los ATC/PDTC y los WDTC recurrentes de los WDTC de buen pronóstico. 
Fue de especial interés un caso de PTC diagnosticado como variante esclerosante difusa 
(DSVPTC) (04T117), con un TNM T4N1M1, que fue clasificado por la firma molecular como 
un tumor de buen pronóstico. DSV es una variante poco común de los PTC, que se 
caracteriza por una edad de aparición temprana (edad media, 29 años frente a los 45 de los 
PTC clásicos), tumores de mayor tamaño y una mayor incidencia de metástasis a los 
ganglios linfáticos cervicales que la variante clásica de PTC (80% versus 43%) (como se 
indica en el apartado 1.2.3.2). Sin embargo, presenta un pronóstico muy similar al de la 
variante clásica de PTC (la supervivencia total media es del 93%, (Fujimoto et al., 1990; 
Lam et al., 2006). Además, el estudio de mutaciones tempranas mostró que el tumor 
expresaba el reordenamiento RET/PTC1, una alteración frecuente entre este subtipo de 
carcinomas (Sheu et al., 2007), que podría estar asociado a un pronóstico favorable 
(apartado 5.1) (Tallini et al., 2001). Este paciente se mantiene libre de enfermedad 
actualmente (5 años de seguimiento) 
 
Por otro lado, sólo dos casos de WDTC (FTC_04T231 y PTC_04T116), libres de 
enfermedad hasta el momento, fueron clasificados como tumores de mal pronóstico. Estos 
pacientes tuvieron un seguimiento de dos años aproximadamente, y no se puede descartar 
una futura recaída. De manera que, a pesar de ser necesarias series independientes de 
tumores tiroideos para validar esta firma molecular, estos resultados son de gran interés 
dado su aplicabilidad en el diagnóstico y el diseño de tratamientos dirigidos. 
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5.4.4 Implicaciones clínicas de los resultados.  
 
A pesar de los avances realizados en los últimos años, los tratamientos alternativos a las 
terapias convencionales no han proporcionado mejoras significativas en el pronóstico de los 
pacientes con tumores tiroideos agresivos y por tanto, sigue sin haber una solución efectiva 
para estos casos (Muresan et al., 2008). En este sentido, en este estudio se ha identificado 
por primera vez procesos biológicos, rutas moleculares y marcadores específicamente 
implicados en el pronóstico de los carcinomas tiroideos, que podrían ser objeto de diseño de 
nuevas terapias más efectivas. Estos hallazgos, a su vez, podrían contribuir 
significativamente a la mejora en la predicción de los casos recurrentes incluso a partir del 
material citológico preoperatorio, así como a la estratificación de los pacientes para un 
tratamiento y seguimiento específico. 
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I. Las mutaciones tempranas se asocian con las características fenotípicas de los 
tumores tiroideos y desvelan el origen de los tumores pobremente diferenciados y 
anaplásicos. 
 
II. El análisis de los transcriptomas relativos a las diferentes mutaciones tempranas, 
revela marcadores y redes proteicas específicamente relacionadas con dichas 
alteraciones. Este hecho puede tener especial repercusión en el diseño de 
tratamientos más dirigidos y eficaces según el tipo de tumor.  
 
III. El análisis de los perfiles de expresión dependiente de mutación identifica una 
proximidad genética entre la variante folicular de los PTC y los FTC/FA. A pesar de 
ser necesarios estudios adicionales en series extensas con seguimientos 
prolongados, estos resultados podrían tener repercursión en revisiones futuras de la 
clasificación de los tumores tiroideos por la OMS. 
 
IV. La expresión diferencial de marcadores concretos determina varios eventos 
potencialmente relacionados con la transición de Adenoma Folicular a Carcinoma 
Folicular Tiroideo. Esto es de gran interés dada la dificultad existente en la distinción 
preoperatoria de estos tumores y por lo tanto, la repercusión clínica que esto 
representa en el manejo específico de los pacientes. 
 
V. El enriquecimiento funcional de los perfiles de expresión identifica varios procesos y 
marcadores genéticos involucrados en la progresión y pérdida de diferenciación de 
los carcinomas tiroideos del epitelio folicular. 
 
VI. La identificación de una firma molecular de pronóstico clínico para los tumores del 
epitelio folicular tiroideo, puede mejorar en el futuro el manejo clínico de los 
pacientes y señala dianas terapeúticas para el diseño de nuevos tratamientos.  
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Undifferentiated and poorly differentiated thyroid tumors
are responsible for more than half of thyroid cancer
patient deaths in spite of their low incidence. Conventional
treatments do not obtain substantial beneﬁts, and the
lack of alternative approaches limits patient survival.
Additionally, the absence of prognostic markers for
well-differentiated tumors complicates patient-speciﬁc
treatments and favors the progression of recurrent forms.
In order to recognize the molecular basis involved in tumor
dedifferentiation and identify potential markers for
thyroid cancer prognosis prediction, we analysed the
expression proﬁle of 44 thyroid primary tumors with
different degrees of dedifferentiation and aggressiveness
using cDNA microarrays. Transcriptome comparison of
dedifferentiated and well-differentiated thyroid tumors
identiﬁed 1031 genes with >2-fold difference in absolute
values and false discovery rate of o0.15. According to
known molecular interaction and reaction networks, the
products of these genes were mainly clustered in the
MAPkinase signaling pathway, the TGF-b signaling
pathway, focal adhesion and cell motility, activation of
actin polymerization and cell cycle. An exhaustive search
in several databases allowed us to identify various
members of the matrix metalloproteinase, melanoma
antigen A and collagen gene families within the upregu-
lated gene set. We also identiﬁed a prognosis classiﬁer
comprising just 30 transcripts with an overall accuracy of
95%. These ﬁndings may clarify the molecular mechan-
isms involved in thyroid tumor dedifferentiation and
provide a potential prognosis predictor as well as targets
for new therapies.
Oncogene advance online publication, 17 September 2007;
doi:10.1038/sj.onc.1210792
Keywords: anaplastic thyroid cancer; functional proﬁle;
molecular signature
Introduction
Approximately 122 000 new cases of thyroid carcinoma
are diagnosed each year worldwide, and more than
90% have a follicular cell origin. Malignant tumors of
thyroid follicular cells have been classiﬁed either as
well-differentiated thyroid carcinoma (WDTC), which
is composed of papillary and follicular thyroid carcino-
ma (PTC and FTC, respectively), or as undifferentiated/
anaplastic thyroid carcinoma (ATC). The majority of
WDTC are indolent malignancies with a 10-year survival
of up to 90% (Randolph and Daniels, 2002). In contrast,
ATC is one of the most aggressive human malignancies.
Despite its low frequency (o5% of all thyroid carcino-
mas), ATC is responsible for more than half of thyroid
carcinoma deaths, with a mean survival of 6 months
after diagnosis (Ain, 1999). However, several studies
(Sakamoto et al., 1983; Sobrinho-Simoes et al., 2002)
conﬁrm the existence of a class of tumors intermediate
between WDTC and ATC, namely poorly differentiated
thyroid carcinomas (PDTC), which represent entities in
progress from a pre-existing WDTC to ATC, often with
a similar outcome as ATC.
Primary treatment of follicular cell-derived tumors,
which has not substantially changed in recent decades,
is mainly based on surgical treatment, ablative 131I
treatment, and suppressive L-thyroxine administration
(Vini and Harmer, 2002). Beneﬁts obtained fromReceived 9 May 2007; revised 13 July 2007; accepted 9 August 2007
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chemotherapy and radiation therapy remain only
marginal (Cooper et al., 2006), and metastases,
recurrent disease and poorly differentiated/anaplastic
tumors still pose major challenges to clinicians. There
is a lack of alternative treatments for tumors with a
poor response to conventional treatment, or those
with a poor degree of differentiation. We are thus in
need of new approaches that may lead to improved
disease management. Microarray analysis of gene-
expression patterns has provided a way to identify
molecular events related to speciﬁc tumor types and to
speciﬁc cancer processes, such as metastasis, prolifera-
tion and angiogenesis (Glinsky, 2006). Numerous
studies also have demonstrated its potential for the
identiﬁcation of molecular signatures associated with
different clinical features (van de Vijver et al., 2002;
Huang et al., 2003), that could help identify novel
targets for therapy.
In the present study, using one of the largest series
of frozen thyroid carcinoma tumors published to date,
we have carried out an extensive microarray analysis
followed by an innovative bioinformatics approach,
the GEPAS package (Montaner et al., 2006; http://
www.gepas.org), to process and interpret the results
taking into account the clinical data. We have com-
pared the gene-expression proﬁles, obtained using
the CNIO Oncochip, of ATC and PDTC cases
versus WDTC samples. We ﬁrst selected the genes
differentially expressed in ATC/PDTC versus FTC and
ATC/PDTC versus PTC, as representing dedifferentia-
tion and clinical aggressiveness features, and analysed
their functional implications by identifying molecular
pathways involved. We were able to deﬁne cellular
processes important for malignant progression of thyroid
cancer. Moreover, we found a prognosis signature that
recognizes not only undifferentiated and poorly differ-
entiated tumors, but also recurrent and metastatic
WDTC. These results may provide new perspectives for
diagnosis, treatment and design of new therapeutic
strategies for thyroid carcinoma patients with poor
prognosis.
Results
Differential gene expression related to tumor
dedifferentiation
Genes found differentially expressed in the two pairwise
comparisons ATC/PDTC versus FTC and ATC/PDTC
versus PTC, were assumed to be functionally related to
dedifferentiation and clinical aggressiveness. Genes
differentially expressed in only one of the comparisons
were supposed to be related to the speciﬁc etiology of
each WDTC class.
Taking into account only transcripts common to both
pairwise comparisons, 742 clones corresponding to 594
genes and 83 ESTs were overexpressed and 678 clones
corresponding to 535 genes and 78 ESTs were under-
expressed in the ATC/PDTC tumor set.
Functional proﬁling: pathways and gene families involved
in malignancy progression in thyroid cancer
The FatiScan test for gene set enrichment analysis was
applied to analyse the transcriptional proﬁles of ATC/
PDTC versus WDTC. We observed a signiﬁcant upregu-
lation of the biological process ‘cell cycle progression’
(adjusted P-valueo0.05), and a downregulation of
hormone biosynthesis, a thyroid-speciﬁc function
(adjusted P-valueo0.05). ‘Cell cycle progression’
includes mitosis, DNA replication and repair, micro-
tubule and actin-ﬁlament-based processes, and chromo-
some reorganization and biogenesis.
The additional analysis of gene biological function
revealed gene enrichment in several pathways and
KEGG terms. Interestingly, the MAPkinase signaling
pathway, the TGF-b signaling pathway, ‘focal adhesion
and cell motility’, and ‘activation of actin polymeriza-
tion’ presented an overexpression of core genes for
pathway activation and an underexpression for inhibi-
tors of the same processes. Table 1 shows the
differentially expressed genes (FDR o0.15, >2-fold)
within these functional categories. We also found that
some of the regulated genes with similar transcription
Table 1 Enriched KEGG pathways with over- and underexpressed genes (FDR-adjustedo0.15 and differences in absolute values>2-fold) in
ATC/PDTC versus PTC and versus FTC
KEGG pathway term Overexpressed genes Underexpressed genes
MAPK signaling
pathway
AKT2, SOS1, FGFR1, MAPK12, ATF4, STMN1, MYC, ELK1,
TGFB2, RAC1, HRAS, CRKL, ARRB2, MINK1, TGFBR2,
NRAS, MAP4K4, MKNK1, MAPK8IP1, CDC25B, MAP2K3,
PRKCA and MAP3K8
PLA2G6, NF1, CASP2, DUSP14 and CASP9
Cell cycle MCM7, MAD2L1, CDK2, PKMYT1, HDAC2, ORC6L,
CDKN2C, GSK3B, E2F2, MCM10, CCNA2, TGFB2, MCM6,
CCNB2, BUB1, CCNE1, CDC25A, CDC6, CDC25B, MCM3,
PRKDC and CDC2
Focal adhesion AKT2, TNK1, THBS1, SOS1, PARVG, GSK3B, LAMB1, ELK1,
ZYX, ITGA5, RAC1, HRAS, CRKL, COL1A1, ACTN2, COL6A2,
NRAS, ITGA11, COL6A3, PRKCA, SPP1, SHC1 and PIK3CD
ARHGAP5, PPP1CA and PAK3
Regulation of actin
cytoskeleton
ABI2, ARPC1B, MYH10, PFN1, SOS1, FGFR1, ARPC3, GNA13,
ITGA5, RAC1, HRAS, SSH1, CRKL, ACTN2, DIAPH3, NRAS,
ITGA11, VIL1, F2R and PIK3CD
PPP1CA, AVIL and PAK3
TGF-b signaling
pathway
GDF5, THBS1, MYC, FST, TGFB2, SMURF1, TGFBR2, RBX1
and IFNG
PPP2CB, ID1, SMAD7, ID2, BMPR1A, ZFYVE16
and ID4
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patterns (signiﬁcant over- or underexpression for ATC/
PDTC) belonged to the same gene family (Table 2).
A predictor of clinical prognosis for WDTC
Using an SVM-learning algorithm and F-ratio gene selec-
tion method, the Prophet program deﬁned a prediction
classiﬁer of only 30 transcripts (corresponding to 23 genes
and 6 ESTs; Table 3) that generates the lowest unbiased
cross-validation error (0.0455%) for this tumor series
(Figure 1a).
A hierarchical unsupervised analysis (Figure 1b) using
the set of genes selected by the predictor visually shows
the discrimination among tumors with different clinical
outcomes.
Validation of gene expression
Validation of microarray results was done in 2 ATC, 3
PDTC and 17 WDTC (3 FTC and 14 PTC), using
predesigned TaqMan probes of four genes from the
signature of the predictor: ubiquitin-conjugating enzyme
E2C (UBE2C), effector cell peptidase receptor 1 (survivin,
BIRC5), actin-binding protein (anilin, ANLN) and
centromere protein A (CENPA). BIRC5, CENPA,
UBE2C and ANLN showed a higher expression in
ATC and PDTC cases. These results validated those
obtained by using microarray technology.
Discussion
To date, only a few studies on ATC and PDTC have
been published and, due to the difﬁculty to obtain tumor
samples, most of them use cell lines. In the present
study, we have identiﬁed molecular processes signiﬁ-
cantly involved in the complex event of malignancy
progression in thyroid cancer, using a large frozen tissue
panel of human primary thyroid tumors in different
dedifferentiation stages (7ATC, 6PDTC and 31WDTC).
We were able to identify an original molecular prognosis
signature of 30 transcripts by means of expression
proﬁling and new high accuracy bioinformatics tools
able to solve common limits of multiple testing analysis
and a relatively small sample size.
Expression and functional proﬁling highlight the
molecular basis of the dedifferentiation process
A signiﬁcant upregulation of ‘Cell cycle progression’
was found by the functional proﬁling of ATC/PDTC
comparisons, as expected for these aggressive tumors. In
addition, the analysis related to the dedifferentiation
process conﬁrmed over- and underexpression of genes
previously described to indicate poor prognosis for
thyroid tumors (Rocha et al., 2003; Onda et al., 2004;
Motti et al., 2005; Pallante et al., 2005; Sorrentino et al.,
2005; Zou et al., 2005; Table 4).
Moreover, our transcriptional proﬁle correlate with
poor prognosis features previously described for differ-
ent types of malignant tumors (Glinsky, 2006) such as
the increased expression of members of the inhibitor of
apoptosis protein family (BIRC5), activation of mitotic
spindle checkpoint proteins (BUB1, BUB3, KNTC2,
MAD2 (MAD2L1), PLK4 and AURORA A (STK6))
and high levels of cell cycle control/marker proteins
(CCNB2, CCNA2 and CDC2).
Table 2 Main enriched gene families with over- and underexpressed genes (FDR-adjustedo0.15 and differences in absolute values>2-fold) in
ATC/PDTC versus PTC and versus FTC. Gene family names are based on the Entrez Gene database and PubMed information
Gene family name Gene symbol
Gene families with overexpressed genes
Matrix metalloproteinase (MMP) family MMP1, MMP2, MMP10, MMP11, MMP19 and MMP25
Alpha, beta and gamma tubulin families TUBG2, TUBB5, TUBB, TUBA8, TUBA6, TUBA3 and TUBA1
E2 ubiquitin-conjugating enzyme family UBE2C, UBE2T, UBE2I, UBE2V2 and UBE2V1
Melanoma antigen family A MAGEA1, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA4, MAGEA6, MAGEA8,
MAGEA10 and MAGEA11
Transcription cyclin family CCNE1, CCNB2 and CCNA2
Centromere proteins CENPA, CENPB, CENPE and CENPF
Laminin family of extracellular matrix glycoproteins LAMB1, LAMA3 and LMNA and the interaction mediator between
laminin B and chromatin (LBR)
Collagen family COL12A1, COL6A3, COL6A2 and COL1A1
DEAD box protein family DDX11, DDX55, DDX39, DDX21 and DDX10
Chemokine family x CXCL10, CXCL11 and CXCL3
Actin-related proteins (ARPs) ACTRT1, ACTL7B, ARPC3 and ARPC1B
Transforming growth factor protein family TGFBR2, TGFB2, TBRG4 and TGFB1I1
Tumor necrosis factor receptor/ligand superfamily; Receptors: TNFRSF6B, TNFRSF19L; Ligand: TNFSF7, TNFSF13B
and TNFSF11
NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase NEK2, NEK3 and NEK6
Gene families with underexpressed genes
Protein phosphatase 2 family: PPP2R5C, PPP2R5A and PPP2CB
Dominant-negative helix–loop–helix protein family: ID1, ID2 and ID4
Heat-shock protein family: DNAJC4, DNAJB5 and DNAJB2,
Aldehyde dehydrogenases family of proteins: ALDH9A1, ALDH6A1, ALDH3A2 and ALDH1A1
Cadherin superfamily of integral membrane proteins that mediate
calcium-dependent cell–cell adhesion:
CDH1 and CDH12
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Finally, we found that our ATC/PDTC series had a
deregulation of critical genes for thyroid hormone syn-
thesis, such as the overexpression of ARRB2 (b-arrestin 2;
Voigt et al., 2000), which is implicated in the desensitiza-
tion of thyroid-stimulating hormone receptors (TSHR),
the underexpression of RAB5A, which participates in the
thyroglobulin production (TG; Croizet-Berger et al.,
2002), and a diminished expression of TG and PAX8,
which has also been observed before in ATC/PDTC series
(Onda et al., 2004). Furthermore, the expression of
HHEX, a gene related to thyroid morphogenesis and
differentiation, was decreased in ATC/PDTC. All these
data are consistent with the TSHR pathway alteration and
loss of thyroid-speciﬁc function in the dedifferentiated
thyroid neoplasias.
Functional proﬁling and gene family analysis reveal the
deregulation of molecular pathways related to malignancy
progression of thyroid cancer
We observed that the MAP-kinase signaling pathway,
which includes the well-known molecular lesions
involved in WDTC (Nikiforova et al., 2003) was
strongly affected through an overexpression of key
pathway activators and an underexpression of negative
regulators (Table 1). Deregulation of this pathway is
critical for the evolution of thyroid neoplasia, and its
restoration could constitute a promising therapeutic
approach for the dedifferentiated carcinoma.
Other pathways showing important alterations were
the interconnected TGFb signaling pathway, focal
adhesion and regulation of the actin cytoskeleton. The
TGFb signaling pathway has been associated with the
epithelial-to-mesenchymal (EMT) transition in later
stages of cancer (Siegel and Massague, 2003) and more
recently, with papillary thyroid tumor invasion (Vasko
et al., 2007). EMT is a multi-step process involving
dissolution of tight and adherent junctions, cytoskeletal
reorganization, loss of cell polarity, repression of
epithelial markers and upregulation of mesenchymal
proteins (Grunert et al., 2003). In our ATC/PDTC series,
we observed an overexpression of the E3 ubiquitin ligase
SMURF1 that targets RhoA, producing tight junction
dissolution and actin cytoskeleton remodeling (Wang
et al., 2003). This last event may be reﬂected in our tumor
proﬁle by the overexpression of several genes involved in
cytoskeleton remodeling (Table 1). Moreover, the tran-
scriptional ATC/PDTC proﬁle also showed overexpres-
sion of TWIST1 and downregulation of CDH1, both
important regulators of EMT in the metastatic and
invasive process (Yang et al., 2004; Zavadil and Bottinger,
2005). In addition, several mesenchymal protein coding
genes (members of the collagen and laminin protein
families; Table 2) were overexpressed as expected for
tumor invasion and angiogenesis (Sherman-Baust et al.,
2003; Tang et al., 2006). An overexpression of various
genes of the metalloproteinase (MMP) family was also
observed (Table 2) and they have been associated with
degradation of the basal lamina components, TGFb
pathway upregulation and tumor invasion (Chambers
and Matrisian, 1997).
Other proteins involved in invasion are the chemo-
kines, which have been detected in a wide range of tumors
and have been suggested to exhibit a cancer-speciﬁc
Table 3 Twenty-three genes included in the signature that predict poor prognosis
Gene symbol Gene description Chr Start (bp) End (bp) Strand Fold change
PPTC/NPPTC
FDR-adjusted
ANLN Anillin, actin binding protein (scraps homolog, Drosophila) 7 36202672 36266638 1 5.85 9.58E05
BIRC5 Baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin) 17 73721944 73732372 1 6.00 7.03E05
UBE2C Ubiquitin-conjugating enzyme E2C 20 43874662 43879001 1 8.08 1.94E06
CENPA Centromere protein A, 17 kDa 2 26898803 26935583 1 5.98 7.25E05
CCNB2 Cyclin B2 15 57184612 57204535 1 6.74 1.35E05
PRC1 Protein regulator of cytokinesis 1 15 89310279 89338808 1 6.75 1.35E05
NUSAP1 Nucleolar and spindle- associated protein 1 15 39412380 39460535 1 5.78 1.09E04
ASPM Asp (abnormal spindle)-like, microcephaly associated
(Drosophila)
1 193785111 193847224 1 7.54 3.89E06
D2S448 Interleukin 1 receptor antagonist 2 1605957 1718575 1 7.10 8.04E06
DIAPH3 Diaphanous homolog 3 (Drosophila) 13 59246299 59636042 1 6.18 4.88E05
RRM2 Ribonucleotide reductase M2 polypeptide 2 10213331 10221218 1 5.73 1.15E04
C10orf3 Chromosome 10 open reading frame 3. CEP55,
centrosomal protein 55 kDa
10 95246386 95278837 1 5.80 1.06E04
SIAH1 Seven in absentia homolog 1 16 46951950 46976717 1 6.64 1.76E05
SH3BGRL2 SH3 domain binding glutamic acid-rich protein like 2 6 80397719 80470088 1 6.15 5.15E05
C6orf209 Chromosome 6 open reading frame 209 6 70442472 70563609 1 8.06 1.94E06
SDK2 Sidekick homolog 2 (chicken) 17 68842119 68945808 1 6.98 8.50E06
APLP2 Amyloid beta (A4) precursor-like protein 2 11 129445011 129519910 1 7.08 8.04E06
PTPRN2 Protein tyrosine phosphatase, receptor type, N polypeptide 2 7 156831227 157879837 1 7.69 2.92E06
NCRMS Non-coding RNA in rhabdomyosarcoma (RMS) 12 96382930 96482924 1 6.03 6.60E05
C7orf23 Chromosome 7 open reading frame 23 7 86470131 86493682 1 7.42 4.67E06
PDK2 Pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 2. The reference
sequence status is provisional
17 45527695 45543421 1 6.38 3.13E05
ORMDL3 ORM1-like 3 (S. cerevisiae) 17 35330822 35337380 1 7.05 8.04E06
PPAP2B Phosphatidic acid phosphatase type 2B 1 56671960 56757154 1 6.77 1.35E05
Abbreviations: Chr, chromosome; NPPTC, non-poor prognosis thyroid carcinoma; PPTC, poor prognosis thyroid carcinoma.
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expression pattern (Slettenaar and Wilson, 2006). We
found that CXCL3, CXCL10 and CXCL11 were
signiﬁcantly overexpressed in ATC/PDTC. The transcrip-
tion of CXCL10 and 11 is induced by interferon-g, which
was also upregulated in our ATC/PDTC series.
Interestingly, we observed an overexpression of the
MAGEA subfamily of cancer testis antigens (MAGEA1–4,
MAGEA6, MAGEA8 and MAGEA10–11). These genes,
together with other subfamily members of MAGE
antigens, are normally expressed only in placenta and
male germ cells, but serve as unique tumor markers in
several types of malignancies. It has been proposed that
MAGE-derived antigen mRNA expression is correlated
with in vitro acquisition of paclitaxel and doxorubicin
resistance, and higher malignancy (Duan et al., 2003).
This also occurred in our thyroid carcinoma series,
indicating that ATC/PDCT could be candidates for a
MAGE-based therapy. In fact, recent clinical trials in
non-thyroid tumors have shown promising results
(Burgdorf et al., 2006).
Identiﬁcation of a molecular prognosis signature for
thyroid follicular cell tumors
In recent years, numerous mathematical algorithms
have been proposed to ﬁnd the minimal number of
transcripts able to discriminate clinical features from
global expression proﬁles of different sets of tumors,
allowing the improvement of the prognostic procedure
(van de Vijver et al., 2002). However, these tools
often present errors related to gene selection bias
(Ambroise and McLachlan, 2002) that can lead to
severe underestimations of prediction errors. We used
Figure 1 (a) Confusion matrix using Prophet. The two cases apparently misclassiﬁed were PTC_04T116 and FTC_04T231 (black
arrow). (b) Unsupervised clustering: column represents sample and row represents gene. Left branch includes all poor prognosis
tumors and right one includes only good prognosis cases. Color bar: Dark blue and red represent relative under- and overexpression of
X2-fold respectively.
Table 4 Genes showing signiﬁcant differences in the comparisons of
the ATC/PDTC series versus PTC and versus FTC (FDR-adjusted
o0.15 and differences in absolute values>2-fold) which have
previously been related to poor prognosis thyroid tumors
Gene symbol Gene description
Overexpressed genes in
ATC/PDTC
UBE2C Ubiquitin-conjugating enzyme E2C
S100A4 S100 calcium binding protein A4 (calcium
protein, calvasculin, metastasin, murine
placental homolog)
STK5 Aurora kinase B
Underexpressed genes in ATC/PDTC
CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)
TG Thyroglobulin
PAX8 Paired box gene 8
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the Prophet program (Medina et al., 2007), a tool
unique in its kind, which implements a cross-validation
strategy that renders unbiased error estimations. By
means of this tool, we obtained a molecular signature
including only 23 genes (Table 3) and 6 ESTs that can
properly distinguish ATC/PDTC and recurrent-WDTC
from good prognosis WDTC. It was especially interest-
ing that a PTC case diagnosed as Diffuse Sclerosing
Variant (DSV) (04T117), with an initial TNM stage of
T4N1M1, was classiﬁed as non-poor prognosis tumor
by current molecular signature. DSV is a rare variant of
papillary thyroid carcinoma, which is characterized by
early tumor onset (mean age, 29 vs 46 years for classic
PTC), large tumors and higher incidence of cervical
node metastases than classic PTC (80 vs 43%). It should
be noted that despite the aggressive clinicopathologic
features of DSV, it has a prognosis similar to that of
classic PTC (the overall disease-speciﬁc survival rate is
93%; Fujimoto et al., 1990; Lam and Lo, 2006). In fact,
this patient is free of disease after 5 years of follow-up.
On the other hand, only two WDTC cases
(FTC_04T231 and PTC_04T116), free of disease at the
moment they were included in the study, were classiﬁed
as poor prognosis tumors. These patients had less than
two years of follow-up, and a future relapse cannot be
ruled out. Thus, although further series of thyroid
tumors and prospective studies are needed to validate
this signature, this ﬁnding is of great interest for
diagnosis and therapy improvement through the classi-
ﬁcation of patients according to prognosis.
Potential clinical implications of the current ﬁndings
The ﬁndings of the present study represent a signiﬁcant
contribution toward understanding the complex mole-
cular mechanisms involved in progression and dediffer-
entiation of thyroid follicular cell tumors. There is a lack
of alternative treatments for thyroid follicular cell-
derived tumors with a poor response to conventional
therapy; thus, it is desirable to identify the molecular
pathways involved in thyroid cancer pathogenesis since
this may lead to improvement in disease management.
In the present paper, we describe new molecular
pathways and markers speciﬁcally altered in PDTC
and ATC that may allow the identiﬁcation of novel
targets for therapies. Furthermore, the poor prognosis
molecular proﬁle identiﬁed in this study demonstrates a
relationship between the transcriptional pattern and the
clinical behavior and pathology stage. This should
contribute to a better prediction of recurrence and
mortality, with an obvious improvement in the stratiﬁ-
cation of treatment and clinical follow-up.
Material and methods
Tissue specimens and clinical data
Seven ATC, 6 PDTC and 31 WDTC (7 FTC and 24 PTC) were
collected from unrelated patients from Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau, Hospital de Sabadell, Hospital Arnau de
Vilanova and other Hospitals through the Spanish National
Tumor Bank Network coordinated by CNIO. The tissues were
immediately frozen in liquid nitrogen and stored at 80 1C
until RNA extraction. Five frozen normal thyroid tissues were
obtained from laryngectomies of consenting patients without
thyroid disease. Three independent pathologists evaluated
each diagnosis and deﬁned the percentage of tumor tissue by
hematoxylin/eosin (H&E) staining of the sections. Only
samples with more than 80% tumor cells were included in
the study; when possible, samples were manually microdis-
sected to remove areas with less than 80% tumor cells.
The clinicopathologic characteristics of the cases are
detailed in Supplementary Table 1. The 31 patients with
WDTC had a follow-up that ranged from 8 months to 19 years
(mean 3.43 years). Twenty-eight of them were disease-free at
the last medical control, whereas there was evidence of tumor
recurrence in three patients. These three cases were designated
as ‘poor prognosis WDTC’.
The six PDTC cases were classiﬁed in this category
according to the criteria proposed by the WHO, 2004 (DeLellis
et al., 2004), which include the presence of three different
histologic patterns (insular, trabecular or solid). The six
tumors exhibited an inﬁltrative pattern of growth, necrosis
and obvious vascular invasion and none had a minor
component of papillary or follicular carcinoma. However,
nuclear features similar to papillary carcinomas were focally
detected in two tumors (04T141 and 05T205), and a further
two (04T143 and 04T144) showed focal of architectural
conﬁguration similar to follicular carcinomas.
RNA isolation
Total RNA was extracted using TriReagent (Molecular
Research Center, Cincinnati, OH, USA) and puriﬁed using
an RNeasy kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA). Purity and
integrity of the RNA was assessed using an Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), and
degraded samples were discarded. Concentration was deter-
mined using a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer.
cDNA synthesis, labeling, hybridization and detection
For each sample, 4mg of total RNA were ampliﬁed by double-
strand cDNA synthesis (Life Technologies, Inc.), followed by
T7-based in vitro transcription (Ambion, Austin, TX, USA) as
previously described (Alonso et al., 2007). Ampliﬁed RNA
(aRNA) was labeled with cyanine 5-conjugated dUTP (Cy5)
whereas aRNA from Universal Human Reference RNA was
labeled with cyanine 3-conjugated dUTP (Cy3). The CNIO
Oncochip v2 was used to perform the co-hybridization. Slides
were washed, dried and scanned in a Scanarray 5000XL
scanner (GSI Lumonics, Kanata, Ontario, Canada).
The CNIO Oncochip v2 is a cDNA microarray which
contains 11 675 human clones representing 9348 known genes
and uncharacterized expressed sequence tags (ESTs). The
probes were selected on the basis of their proven or putative
involvement in cancer. Internal controls and at least one
duplicate per clone are present in order to assess the
reproducibility and speciﬁcity of the assay.
Data analysis
Normalization and preprocessing Two channel ratios (Cy5/
Cy3) for each array spot were generated and quantiﬁed using
GenePix Pro 5.1. (Axon Instruments, Inc., Union City, CA,
USA). Data were normalized by the LOWESS method as
implemented in the GEPAS package (Montaner et al., 2006).
Half of the median background was subtracted from each
spot. Normalized data were log2 transformed. Spots in
defective areas of the microarray, or with halo morphology
or with intensities (sum of medians of two channels) below the
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sum of the mean backgrounds, were considered missing values.
Inconsistent replicates of clones were discarded and consistent
duplicates were averaged. Gene patterns containing missing
values were discarded.
Differentially expressed genes associated to dedifferentiation
and aggressiveness To identify speciﬁc transcripts related to
dedifferentiation and aggressiveness, two distinct pairwise
comparisons were made between ATC/PDTC and each class
of WDTC (FTC and PTC). A t-test was carried out as
implemented in GEPAS (Montaner et al., 2006). P-values were
corrected for multiple testing using the method proposed by
Hochberg and Benjamini for controlling the false discovery
rate (FDR; Benjamini and Yekutieli, 2005). Genes showing a
FDR valueo0.15 and a more than two-fold difference in
absolute values for both comparisons were considered
differentially expressed.
Functional profiling of dedifferentiation and aggressiveness
Gene set enrichment analysis (Mootha et al., 2003) is the most
powerful strategy to discover biological processes differentially
regulated in ATC/PDTC and WDTC. It is based on the study
of the distribution of gene sets sharing functional annotations
across a list of genes ranked according to differential expres-
sion. We ranked the genes according to differential expression in
ATC/PDTC and WDTC, correcting for gender and age effects
using the Limma package from bioconductor (Gentleman
et al., 2004). Since this scenario is more complex than the
simple case–control implemented in the original proposal of the
method, we used a generalization of the gene set enrichment
test, the FatiScan, which is independent of experimental design
and only uses a list of ranked genes. This test is implemented in
the Babelomics package (Al-Shahrour et al., 2006; http://
www.babelomics.org) and allows to test different biological
terms (Gene Ontology, KEGG pathway, Biocarta pathways,
functional motifs, Swissprot keywords, transcription factor
binding sites and cis-regulatory elements).
Additional functional enrichment of the differentially
expressed gene set was assessed using the FatiGOplus tool,
also implemented in the Babelomics package (Al-Shahrour
et al., 2006), as well as manual exhaustive searches in PubMed
and the Entrez Gene database.
A predictor of clinical prognosis The Prophet program
(Medina et al., 2007) from the GEPAS package was used to
build a clinical outcome predictor of thyroid follicular cell
tumors. Prophet uses a cross-validation schema specially
designed to produce unbiased cross-validation errors, and
implements different state-of-the-art methods for gene selec-
tion and prediction. In the current study, the Support Vector
Machines (SVM) algorithm (Brown et al., 2000) with the radial
basis function kernel method was used for classiﬁcation rule
generation, and the F-ratio gene ﬁlter approach for gene
selection. All available tumors were included. Hierarchical
clustering and Tree View from GEPAS (Herrero et al., 2001)
were used to visualize the predictor results.
Validation of microarray data by quantitative real-time
RT–PCR
Four genes from the poor prognosis signature were randomly
selected to validate the microarray results using 22 samples
(half of the total used in the initial study). Reverse transcrip-
tion was performed using 1 mg total RNA, Oligo(dT)23 and
M-MLV Reverse Transcriptase (Promega Corporation,
Madison, USA). PCRs were done on an ABI Prism 7000
sequence detection system (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) using Assay-on-Demand Taqman MGB probes
(Applied Biosystems) as described by the manufacturer. All
analyses were performed in triplicate, and relative RNA levels
were determined using glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase (GAPDH) as internal control; 5 normal thyroid tissue
samples were used to construct the standard curves.
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(Requests for offprints should be addressed to G Viglietto; Email: viglietto@unicz.it)AbstractLoss of expression of the cyclin-dependent kinase inhibitor p27 through enhanced protein
degradation frequently occurs in human cancer. Degradation of p27 requires ubiquitination by the
S-phase kinase-associated protein 2 (Skp2), a member of the F-box family of Skp1–Cullin–F-box
protein ubiquitin ligases. In the present study, we have investigated the role of Skp2 in human
thyroid tumours. Immunohistochemistry analysis showed that Skp2 was overexpressed
significantly in thyroid carcinomas (26 out of 51) compared with goitres (0 out of 12, P!0.001)
or adenomas (1 out of 10, P!0.05), and that high Skp2 expression was detected more often in
anaplastic thyroid (ATC; 83%, nZ12) than follicular thyroid (FTC; 40%, nZ20) or papillary thyroid
(PTC; 42%, nZ19) carcinomas (P!0.05). Thyroid cancer cell lines and tissues with high levels of
Skp2 protein presented high p27 degradation activity and there was an inverse correlation
between Skp2 and p27 expression in thyroid cancer tissues (nZ68; P!0.05). In most cases, the
observed overexpression of Skp2 protein was paralleled by an increase in the levels of Skp2
mRNA, and we observed Skp2 gene amplification at 5p13 in 2 out of 6 cell lines and in 9 out of 23
primary tumours (six out of eight ATCs, two out of nine PTCs and one out of six FTCs) using
Q-PCR and/or fluorescence in situ hybridization analysis. Finally, in vitro experiments
demonstrated that suppression of Skp2 expression drastically reduced proliferation of thyroid
cancer cells and, conversely, forced expression of Skp2 circumvented serum dependency and
contact inhibition in Skp2-negative cells by promoting p27 degradation. These findings indicate
that Skp2 plays an important role for the development of thyroid cancer.Endocrine-Related Cancer (2007) 14 405–420Introduction
Alteration of cell cycle is a hallmark of cancer
(Hanahan & Weinberg 2000). In particular, the
importance of the G1/S transition in human tumour
cells has been highlighted by the frequent observations
of aberrant regulation of molecules involved in this
process (Malumbres & Barbacid 2001). Thyroid
tumours occur frequently in the general population
and although the majority represents benign follicular
adenomas (FAs), thyroid cancer constitutes 1% of allEndocrine-Related Cancer (2007) 14 405–420
1351–0088/07/014–405 q 2007 Society for Endocrinology Printed in Greatmalignancies worldwide (Sherman 2003). Among the
differentiated cancers, two main types are recognized,
including papillary thyroid carcinoma and follicular
thyroid carcinoma forms (PTC and FTC) that originate
from the thyrocytes. The undifferentiated form,
anaplastic thyroid carcinoma (ATC), is highly aggres-
sive cancer that often originates from pre-existing
differentiated cancer (Hedinger et al. 1989). As is the
case with other common human carcinomas, a series of
multiple alterations in cell cycle control-related geneBritain
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products are involved in thyroid cancer pathogenesis
(Kondo et al. 2006). It is therefore important to clarify
the cell cycle control mechanisms involved in the
development and progression of thyroid cancer.
Skp1–Cullin–F-box protein (SCF) complexes are a
multicomponent RING-type evolutionarily conserved
class of ubiquitin ligase enzymes (E3) that consists of
four subunits: an adaptor protein (Skp1, S-phase
kinase-associated protein), a scaffold protein (Cul1/-
Cullin), a RING-domain protein (RbX1) and a
substrate-binding protein (F-box-containing protein;
Patton et al. 1998, Deshaies 1999). Cullin-1, Skp1 and
ROC1 proteins are constant component of SCF,
whereas F-box proteins represent variable subunits
that dictate specificity (Patton et al. 1998, Deshaies
1999). Each F-box protein recognizes a specific subset
of protein substrates and thus promotes their ubiqui-
tination and subsequent degradation (Kipreos &
Pagano 2000, Jin et al. 2004). The F-box protein
Skp2, which was originally identified as a protein that
interacts with cyclin A–cyclin-dependent kinase 2
(CDK2; Zhang et al. 1995) is one of the substrate
recognition units of SCF. Skp2 has been shown to be
required for G1/S transition in both diploid fibroblasts
and transformed cells (Zhang et al. 1995, Sutterluty
et al. 1999). The levels of Skp2 are low in G0–G1
phases and high in S-phase (Zhang et al. 1995), and
forced expression of Skp2 induces quiescent fibroblasts
to replicate their DNA in low serum (Zhang et al. 1995,
Sutterluty et al. 1999).
Control of cell cycle progression by Skp2 has been
linked to its ability to control the levels of the CDK
inhibitor p27 (Slingerland & Pagano 2000, Philipp-
Staheli et al. 2001), a CDK inhibitor that negatively
regulates cell cycle (Carrano et al. 1999, Tsvetkov
et al. 1999). Skp2 ubiquitinates and degrades p27, both
in vivo and in vitro (Carrano et al. 1999, Tsvetkov et al.
1999, Slingerland & Pagano 2000, Philipp-Staheli
et al. 2001). Degradation of p27 through the ubiquitin–
proteasome pathway requires phosphorylation of p27
on Thr187 by cyclin E/CDK2 or cyclin A/CDK2
complexes (Pagano et al. 1995, Sheaff et al. 1997) and
subsequent binding of Skp2 to T187-phosphorylated
p27. Accordingly, suppression of Skp2 expression in
cultured cells stabilizes p27 protein in vivo (Kudo et al.
2005), whereas Skp2-deficient mice show high levels
of p27 (Nakayama et al. 2000).
The loss of p27 expression plays an important
role in human cancer pathogenesis (Slingerland &
Pagano 2000). The p27 expression is reduced in
several tumours including thyroid carcinomas
(Erickson et al. 1998, Baldassarre et al. 1999, Tallini
et al. 1999); data from our laboratory suggest that406such decreased expression depends on enhanced p27
protein degradation (Motti et al. manuscript in
preparation). Therefore, although there are different
reports of overexpression of Skp2 protein in human
haematological and solid cancers (Gstaiger et al.
2001, Hershko et al. 2001, Kudo et al. 2001, Latres
et al. 2001, Chiarle et al. 2002, Masuda et al. 2002,
Signoretti et al. 2002, Li et al. 2004), so far there are
no studies regarding the clinical significance or the
biological behaviour of Skp2 expression in human
thyroid carcinomas. Most interestingly, genetic altera-
tions that result in gain of part or of the entire short
arm of chromosome 5, where the Skp2 gene has been
assigned at 5p13, frequently occur in PTC, Hurthle
carcinomas and ATC (Hemmer et al. 1999,Wada
et al. 2002, Foukakis et al. 2005), suggesting that
Skp2 may be the target of gene amplification in a
fraction of thyroid cancer.
The aim of the present study was to determine the
potential role of Skp2 in thyroid cancer development
and progression. The findings reported here might
provide additional insight into the molecular patho-
genesis and identify Skp2 as a novel potential
therapeutic target for thyroid ATC.Materials and methods
Clinical samples
Primary thyroid carcinomas and their paired adjacent
normal glandular tissues were obtained from patients
who underwent surgery from 1993 to 2000, at the
Chirurgia B, INT Fondazione G Pascale, Napoli, Italy.
Cell culture
Cell lines have been established from PTC (NPA
(Ohta et al. 1997), BHP2.7, BHP10.3 and BHP17.10
(Pang et al. 1989), TPC-1 (Tanaka et al. 1987),
BC-PAP (Fabien et al. 1994); FTC (WRO ;Estour
et al. 1989) and ATC (FB-1 (Fiore et al. 1997), FRO
(Fagin et al. 1993) and ARO (Ohta et al. 1997)). Cells
were routinely maintained in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM; Life Technologies Inc.)
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum and 100 units/ml penicillin–streptomycin (Life
Technologies Inc.), in a CO2 incubator (5% CO2 in
air) at 37 8C. Control thyroid cells were provided by
Dr F Curcio (University of Udine, Italy) and grown as
described (Curcio et al. 1994).
RNA and DNA isolation and RT-PCR
Total RNA and high-molecular-weight genomic DNA
were prepared as described (Chomczynski & Sacchiwww.endocrinology-journals.org
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1987, Sambrook et al. 1992). Semiquantitative RT-PCR
amplification was performed by 24 cycles, using the
following primers: Skp2 sense primer, GCTGCTAAA
GGTCTCTGGTGT; Skp2 antisense primer AGGCT-
TAGATTCTGCAACTTG; actin sense primer GTCAA
CGGATTTGGTCTGTATT and actin antisense primer
AGTCTTCTGGGTGGCAGTGAT.Quantitative reverse transcription real-time PCR
(Q-RT-PCR) and quantitative real-time PCR
(Q-PCR)
Q-RT-PCR and Q-PCR were performed using the
Power SYBR Green PCR Master Mix in an ABI
Prism 7300 thermocycler (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) in the presence of 0.4 mM
primers, in a total volume of 25 ml. cDNAs were
synthesized from 5 mg total RNA by Superscript. In
all real-time PCR experiments, we run the final
dissociation stage to generate a melting curve for the
verification of amplification product specificity. All
primers were designed and tested for their specificity
using the Primer Express v. 1.5 (Applied Biosys-
tems). For RNA analysis, primers were designed to
span two adjacent exons in the Skp2 gene (exons 4
and 5 respectively) to avoid amplification of
contaminating genomic DNA sequences. The target
amplicon was 120 bp.
Oligonucleotide sequences used as primers in the
Q-RT-PCR experiments were the following: Skp2
forward (on exon 4), 5 0-CGCTGCCCACGATCATT-
TAT-3 0; Skp2 reverse (on exon 5), 5 0-TGCAACTTG-
GAACACTGAGACA-3 0; b-actin forward, 5 0-TGCGT
GACATTAAGGAGAAG-3 0 and b-actin reverse,
5 0-GCTCGTAGCTCTTCTCC-3 0.
The expression levels of Skp2 mRNA in each sample
were normalized on the basis of the respective actin
content and recorded as a relative expression level.
For Skp2 gene dosage analysis, the target amplicon
was 98 bp spanning exon 5 and intron 5 of Skp2 gene.
Oligonucleotide sequences used as primers in the
Q-PCR genomic DNA quantification experiments
were the following: Skp2 forward (exon 5), 5 0-
CTCCACGGCATACTGTCTCA-3 0; Skp2 reverse
(intron 5), 5 0-ACTCT GCCTGCCACTCACTT-3 0;
b-actin forward, 5 0-TGCG TGACATTAAGGA-
GAAG-3 0 and b-actin reverse: 5 0-GCTCGTAGCTCT-
TCTCC-3 0.
Each sample was run thrice and each PCR
experiment included two non-template control wells.
The relative amounts of mRNA or DNA were
calculated by the comparative cycle threshold methodwww.endocrinology-journals.orgby Livak & Schmittgen (2001) and subsequently
normalized by b-actin expression.
Fluorescence in situ hybridization (FISH)
FISH analysis was performed on ten formalin-fixed
paraffin-embedded samples (five PTCs, two FTCs
and three ATCs). The copy number status of the
SKP2 locus was determined using two different
probes: 1) three BAC clones covering the gene
(RP11-36A10, RP11-262E5 and RP11-624K2) that
were labelled with dUTP-SpectrumOrange (Vysis
Inc., DownersGrove, IL, USA) and 2) three BAC
clones as control probe (RP11-215J12, RP11-
397H14 and RP11-620I22) covering the 5q31 region
that were labelled with dUTP-SpectrumGreen (Vysis
Inc.). The BAC clones used were designed according
to the Ensembl database (www.ensembl.org). The
slides were deparaffinized, boiled in a pressure
cooker with 1 mM EDTA (pH 8.0) for 10 min and
incubated with pepsin at 37 8C for 30 min. The
slides were then dehydrated. The probes were
denatured at 75 8C for 2 min after overnight
hybridization at 37 8C in a humid chamber. Slides
were washed with 0.4! SSC and 0.3% NP-40. FISH
evaluation was performed by two investigators with
no previous knowledge of other genetic, clinical or
IHC results. Scoring of fluorescence signals was
carried out in each sample by counting the number
of single copy gene and control probe signals in an
average of 130 (60–210) well-defined nuclei. Gain or
amplification status was counted as the ratio (in
O5% of tumour cells) of red/green signals. The
cut-off values for the copy number changes were
obtained from the analysis of normal adjacent cells
in each experiment.
Immunohistochemistry
Immunohistochemical studies of Skp2 and p27 in
thyroid carcinoma were performed using the avidin–
biotin–peroxidase method (LSAB kit; DAKO,
Glostrup, Denmark) on formalin-fixed, paraffin-
embedded tissues as described previously (Signoretti
et al. 2002, Li et al. 2004). All sections were
counterstained with haematoxylin. p27 was scored by
observing 500 cancer cells in at least ten high-power
fields and were classified as positive (staining in
O40% of cells) or negative (staining in !40% of
cells) as described previously. The expression of Skp2
was graded as high (O20% of tumour cells showed
strong or diffuse immunopositivity) or low (!20% of
the tumour cells showed weak focal immunopositivity
or absence of staining).407
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Western blot and antibodies
Whole cell extracts were prepared from cultured cells
by homogenizing cells in NP-40 lysis buffer (10 mM
Tris–HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% NP-40)
containing protease inhibitors. Western blot analysis
was carried out by standard methods using whole cell
extracts. Mouse monoclonal antibodies to Skp2, p27
and phospho-T187, p27 were purchased from Zymed
Laboratory (San Francisco, CA, USA) and Transduc-
tion Laboratories (Lexington, KY, USA) respectively.
Transfection assays
Human Skp2 cDNA was a gift of Dr Giulio Draetta
(Milan, Italy). Onto a six-well multiwell plate, 1!105
cells were plated and allowed to attach for 24 h.
Transfection was done with Fugene 6 reagent (Roche
Applied Biosciences). After 48 h of transfection, cells
were treated with 800 mg/ml G418 (Invitrogen) for 2–3
weeks as a selective marker. Surviving cells were
dispersed in a 24-well multiwell plate and several
stably transfected cell clones were obtained after 2–3
more weeks. Each clone was screened for Skp2
expression by western blot analysis.
RNA interference
Antisense experiments targeting Skp2 were performed
as described previously (Yokoi et al. 2004). Oligo-
nucleotides containing phosphorothioate backbones
were synthesized (Invitrogen): AS, 5 0-CCTGGGGG
ATGTTCTCA-3 0 (the antisense direction of human
Skp2 cDNA nucleotides 180–196) and SC, 5 0-GGCTT
CCGGGCATTTAG-3 0 (a scrambled control for AS).
Oligonucleotides (AS or SC), were delivered into ATC
cells at a final concentration of 200 nmol/l each, using
oligofectamine reagent (Invitrogen) according to
manufacturer’s instructions. After 24 or 48 h of trans-
fection, cells were harvested by trypsinization for
growth and viability assays.
Virus generation and infection
The human p27 (NM_004064) MISSION shRNA set
(five individual hairpins individually cloned into
pLKO.1-puro; Sigma) was used to generate lentiviral
particles in HEK293T packaging cells. Subconfluent
HEK293T cells were cotransfected with 13 mg p27
MISSION shRNA set, 18 mg pCMV-deltaR8.91 and
12 mg pCMV–VSVG per 100 mm tissue culture plate
by calcium phosphate precipitation (Zufferey et al.
1997). Starting 48 h after transfection, supernatants
were collected at 8-h intervals, filtered and used for
three rounds of transduction of WRO cells in the408presence of 8 mg/ml polybrene (Sigma). Transduced
cells were lysed after 72 h from infection, and were
analysed by immunoblotting with anti-p27 antibodies.
The p27 knockdown in transduced WRO cells was
determined by immunoblotting and compared with
untransduced WRO cells, to Mission non-target control
transduction virus (Sigma SHC002V) and to Mission
TurboGFP Control Vector encoding virus (Sigma
SHC003V).In vitro proliferation assay and flow cytometry
assay
Mock- and Skp2-transfected cells were plated at a
density of 1.0!105 cells/well in triplicate and were
harvested and counted daily for 6 days. The medium
was changed every 48 h. This experiment was repeated
thrice.Indirect immunofluorescence
Cells were grown to subconfluence on coverslips, fixed
in 4% paraformaldehyde and permeabilized with 0.2%
Triton X-100. 5 0-Bromo-3 0-deoxyuridine (BrdU) was
added to the culture medium to a final concentration of
10 mM for 2 h. S-phase cells were identified using a
BrdU Labeling and Detection Kit (Roche Applied
Science). Cell nuclei were identified by Hoechst
staining. Fluorescence was viewed with a Zeiss 140
epifluorescent microscope equipped with filters that
allowed discrimination between Texas red and FITC.In vitro p27 protein degradation assay
Human histidine-tagged p27 was generated by
RT-PCR and cloned into pET21a plasmid as described
previously (Viglietto et al. 2001). The 6-histidine tag
was at the C-terminus. The p27 degradation assay was
performed as described by Pagano et al. (1995). Frozen
tissue samples and cell pellets were resuspended in
lysis buffer containing 20 mM Tris–HCl (pH 8.5) and
1 mM dithiothreitol (DTT), and subsequently frozen
and thawed several times. Lysates were then centri-
fuged at 13 000 g and the supernatant was retrieved
and stored at K80 8C for the degradation assay.
Purified histidine-tagged p27 was incubated at 37 8C
in a degradation mixture containing 100 mg cell
extract, 50 mM Tris–HCl (pH 8.5), 5 mM MgCl2,
1 mM DTT, 2 mM ATP, 10 mM creatine phospho-
kinase (Sigma), 10 mM creatine phosphate (Sigma)
and 5 mM ubiquitin (Sigma). The p27 degradation rate
was analysed by immunoblotting with an anti-p27
antibody.www.endocrinology-journals.org
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Results
Expression of Skp2 in thyroid cancer cell lines
To determine the role of Skp2 in thyroid carcinogen-
esis, we analysed the expression of Skp2 protein in ten
cell lines derived from human thyroid tumours: six cell
lines were derived from PTC (NPA, BHP2.7,
BHP10.3, TPC-1, BHP17.10 and B-CPAP), one from
FTC (WRO) and three from ATC (FB-1, ARO and
FRO; Fig. 1A). The primary P5 cells were used as
control of normal human thyroid cells (TN). Western
blot analysis demonstrated that Skp2 expression was
moderately increased in four out of nine PTC cell lines
(NPA, BHP10.3, BHP17.10 and B-CPAP), and
markedly overexpressed in two ATC cell lines (FROFigure 1 Skp2 expression in human thyroid cancer cell lines.
(A) Immunoblot analysis of Skp2 in human thyroid cancer cell
lines. TN, normal thyroid cell line (P5); NPA, BHP2.7, BHP10.3,
TPC-1, BHP17.10 and B-CPAP cell lines were derived from
papillary carcinomas (PTCs), WRO from follicular carcinoma
(FTC), FB-1, ARO and FRO cells were derived from ATC.
Antibodies to b-tubulin were used for normalization. (B) Skp2
relative mRNA expression by Q-RT-PCR. Control, RNA from
P5 cells. (C) Skp2 relative gene number by Q-PCR. Control,
DNA from normal peripheral blood lymphocytes.
www.endocrinology-journals.organd ARO). Subsequently, we examined Skp2 mRNA
expression by northern blot (not shown) and quanti-
tative RT-PCR in a selected panel of thyroid cancer
cell lines (NPA, B-CPAP, TPC-1, ARO, FRO and FB-1;
Fig. 1B). We found a good correlation between Skp2
mRNA and protein expression in most cell lines
analysed. In fact, the lines that showed low levels of
Skp2 protein (FB-1 and TPC-1) also showed low
amount of mRNA, whereas the cell lines with
increased Skp2 protein levels showed enhanced
amount of Skp2 mRNA (B-CPAP, FRO and ARO).
Previous work has shown that the Skp2 gene mapping
at 5p13 is frequently the target of amplification in lung
cancer (Yokoi et al. 2002, 2004, Coe et al. 2005), in
glioblastoma (Saigusa et al. 2004) and in carcinoma of
the biliary tract (Sanada et al. 2004). Interestingly, an
increase in the copy number of chromosome 5 involving
the locus 5p13, where the Skp2 gene has been assigned,
was reported to occur in FTC, in Hurthle carcinomas
(Hemmer et al. 1999, Wada et al. 2002) and in ATC cell
lines including ARO (Foukakis et al. 2005). Thus, we
examined the amplification status of Skp2gene in thyroid
carcinoma cell lines (Fig. 1C). Genomic DNA extracted
from six thyroid cancer cell lines and from control normal
human lymphocytes (Fig. 1C, control) was analysed by
Q-PCR as described in Materials and Methods. The DNA
copy number of the Skp2 gene was considered to be
increased when the arbitrary values obtained by the
quantitative PCR analysis (after normalization with actin
levels) were greater than twofold the value obtained for
normal diploid human lymphocytes. Using these
parameters, our results indicated that at least three cell
lines (NPA, FRO and ARO) presented increased copy
number of the Skp2 gene in comparison with genomic
DNA from normal lymphocytes or from other cell lines
examined. At least, two out of the three cell lines (ARO
and FRO) that presented amplification of the Skp2 gene
expressed the highest levels of Skp2 mRNA and protein.
Subsequently, we investigated whether Skp2 was
involved in p27 degradation in thyroid cancer cells. First,
we found that in thyroid cancer cells the expression of
Skp2 and p27 was inversely correlated. p27 was
expressed heterogeneously in thyroid cancer cells, with
marked accumulation in the TPC-1, BHP2.7 and WRO
cells that presented low Skp2 expression. Conversely, the
p27 expression was reduced (B-CPAP, NPA, FRO) or
lost (ARO) in cells that presented relatively high Skp2
expression (Fig. 2A). The finding that in B-CPAP cells
the p27 levels did not correlate with Skp2 levels,
suggested that other (unknown) factors, in addition to
Skp2, are involved in the regulation of p27 levels in
cultured thyroid cancer cells. Since Skp2-dependent
degradation of p27 depends on T187 phosphorylation409
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Figure 2 Correlation between Skp2 and p27 expression in
thyroid cancer cell lines. (A) Immunoblot analysis of Skp2 in
human thyroid cancer cell lines. (B) p27 degradation assay.
Rate of p27 degradation in extracts from TPC-1 and FRO cells.
One microgram of recombinant p27 was incubated at 37 8C with
100 mg proteasome extracts for 0, 6, 12 or 18 h respectively,
and the subsequent immunoblot analysis revealed the amount
of intact p27 protein in different conditions. Half-life of p27
protein was ofw4–5 h in FRO cells andO18 h in TPC-1.
G Chiappetta et al.: SKP2 in thyroid cancerof p27, we also analysed T187 phosphorylation using
phospho-specific antibodies. We found that p27 was
apparently more abundantly phosphorylated at T187 in
those cells which presented reduced or absent p27
expression (see the amount of T187 phosphorylation
relative to the levels of p27 in NPA, ARO and FRO cells
compared with other cells), suggesting that T187
phosphorylation was implicated in p27 degradation in
thyroid cancer cells (Fig. 2A). Subsequently, we
evaluated the ability of extracts from cells expressing
high levels of Skp2 protein (ATC cells: FRO and ARO)
to degrade recombinant p27 in vitro in comparison with
cell lines that express low levels of Skp2 protein (TPC-1
and WRO). Proteasome extracts prepared from FRO,
ARO, TPC-1 and WRO cells were incubated with410recombinant p27 and analysed by western blotting to
determine the rate at which the thyroid cancer cells
degraded p27. Proteasome extracts derived from TPC-1
(Fig. 2B) and WRO (not shown) cells slowly degraded
p27 (half-life:O18 andw11.5 h respectively), whereas
FRO (Fig. 2B) and ARO (not shown) cells degraded p27
with a shorter half-life (w4.5 and 5 h respectively).Expression analysis of Skp2 in thyroid tumours
Although the results described earlier suggest that Skp2
may play a key role in the process of thyroid
carcinogenesis, it is necessary to note that the various
thyroid cancer cell lines used in this study could not be
the most relevant models of primary thyroid tumours.
Therefore, we extended our study to the expression of
Skp2 in primary carcinomas. To this aim, we performed
immunostaining for Skp2 protein in 12 cases of TG, 10
FA and 51 cases of thyroid carcinomas (19 PTC, 20 FTC
and 12 ATC). The incidence of Skp2 expression in
thyroid disease is summarized in Fig. 3A. We found that
Skp2 is not detectable in thyrocytes from normal glands
(4 out of 4) and in hyperplastic disease such as goitres
(12 out of 12), and is expressed only in one out of ten FA
with few (w10%) focally distributed nuclear-positive
tumour cells (Fig. 3B). In contrast, Skp2 is overtly
overexpressed in 26 out of 51 (w51%) malignant
thyroid carcinomas. Thyroid carcinomas were classified
as positive for Skp2 expression when showing strong
diffuse nuclear staining in several cells/high-power
fields (cut-off set at O20% of tumour cells). Positive
Skp2 expression was significantly higher in the
carcinoma samples than in either goitres or adenomas
(carcinoma versus goitre, P!0.001; carcinoma versus
adenoma, P!0.05; Fisher’s exact test). Among the
different types of thyroid carcinomas, Skp2 expression
was observed more frequently in ATC (83%, 10 out of
12) than PTC (42%, 8 out of 19) or FTC (40%, 8 out of
20; P!0.05; Fisher’s exact test).
The relationship between Skp2 and p27 protein
expression was examined in 68 cases of thyroid
tumours. The expression of p27 in thyroid tumour
tissues was evaluated by immunohistochemistry with
anti-p27 monoclonal antibody (Fig. 4A and B).
Thyroid cancer cases showed three major patterns of
Sp2/p27 expression. Eighteen tumours (26%) were
characterized by low p27 and high Skp2 levels.
Twenty-four tumours (35%) expressed high p27 and
low Skp2 levels. In 20 tumours (29%), both Skp2 and
p27 were observed in low levels. Only six tumours
expressed both high levels of Skp2 and p27. Fisher’s
exact test indicated that the percentage of high Skp2
expressors was significantly greater in the low p27www.endocrinology-journals.org
AUTHOR COPY ONLY
Figure 3 Skp2 expression in human primary thyroid cancer. (A) Expression of Skp2 in thyroid tumours. aThe expression of Skp2 was
graded as high (O20% of tumour cells with strong or diffuse immunopositivity) or low (!20% of the tumour cells with weak focal
immunopositivity or absence of staining). bSignificant; goitre versus carcinomas: PZ0.0008 (Fisher’s exact test). cSignificant;
adenoma versus carcinomas: PZ0.032 (Fisher’s exact test). dSignificant; papillary versus ATCs: PZ0.031 (Fisher’s exact test).
eSignificant; follicular versus ATCs: P!0.027 (Fisher’s exact test). (B) Representative immunostaining of Skp2 in normal and
pathological thyroid tissue. Serial formalin-fixed paraffin-embedded sections from normal thyroid tissue (TN), goitre, FA, PTC, FTC
and ATC were analysed for Skp2 expression. Most follicular epithelial cells from normal glandular tissue, goitre and FA are negative
for Skp2 expression; several cancer cells show intense nuclear Skp2 expression in PTC, FTC and ATC. Magnification, 100!. (C)
Semiquantitative RT-PCR analysis of Skp2 mRNA expression in thyroid tumours. Twenty-four cycles RT-PCR products were
separated onto agarose gel, transferred to nylon membrane and hybridized. Actin expression was used as a loading control. TN,
normal thyroid; FTA, follicular adenoma; FTC, follicular thyroid carcinoma; PTC, papillary thyroid carcinoma; ATC, anaplastic thyroid
carcinoma and C, blank control without DNA for PCR. (D) Skp2 relative gene number by Q-PCR. Control, DNA from normal
peripheral blood lymphocytes. E. FISH analysis of primary thyroid carcinomas. Left, the white arrow points to a cell showing the
normal complement of Skp2 gene (red); right, the white arrow points to a cell showing multiple signals of Skp2 (red).
Endocrine-Related Cancer (2007) 14 405–420
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Figure 4 Correlation between Skp2 and p27 expression in thyroid primary tumours. (A) aCorrelation between the expression of Skp2
and p27 in thyroid tumours (PZ0.023) with two-tailed Fisher’s exact test. bCells were classified as p27-positive, if staining was
observed inO40% of observed cells, or p27-negative, if staining was observed in!40% of observed cells. cCells were classified as
Skp2-positive, if staining was observed inO20% of observed cells. (B) Immunostaining of Skp2 and p27 in a papillary tumour (PTC)
that show low Skp2 and high p27 expression; immunostaining of Skp2 and p27 in an anaplastic tumour (ATC) with high Skp2 and low
p27 expression. (C) Reciprocal expression of Skp2 and p27 in human primary thyroid carcinoma by western blot. TN, normal thyroid
tissue; TG, goitre; FTA, follicular adenoma; FTC, follicular carcinoma; PTC, papillary carcinoma; TC, anaplastic carcinoma. D. Rate
of p27 degradation in extracts from sample 8 or 14. One microgram of recombinant p27 was incubated at 37 8C with 100 mg
proteasome extracts from tumours 8 and 14 for 0, 3, 6 or 12 h respectively, and the subsequent immunoblot analysis revealed the
amount of intact p27 protein in different conditions. Half-life of p27 protein was ofw7 h in sample 14 and O12 h in sample 8.
G Chiappetta et al.: SKP2 in thyroid cancerexpression group than in the high p27 expression group
(P!0.05). Benign tumours that presented low
expression of Skp2 (12 TG and 6 out of 8 FA) showed
high nuclear expression of p27, whereas 18 out of 24
carcinomas with high Skp2 expression showed reduced
levels of p27 protein. Figure 4B shows a representative
immunostaining. Results were also confirmed by
immunoblotting (Fig. 4C). To determine the contri-
bution of T187 phosphorylation to p27 degradation, we412also determined p27 phosphorylation at T187 in the
same samples of primary thyroid carcinomas (Fig. 4C).
We found that most samples expressed high levels of
Skp2 protein and thus lacked p27 and T187 phos-
phorylation, whereas a few samples (no. 10 and 13)
showed low levels of Skp2 and high levels of p27. In
these samples, the relative amount of T187-phosphory-
lated p27 was rather low. Conversely, in samples 11
and 12, which presented low levels of p27 protein,www.endocrinology-journals.org
AUTHOR COPY ONLYEndocrine-Related Cancer (2007) 14 405–420
the signal detected by the phospho-T187 antibody
indicated that a great amount of p27 protein in those
samples was phosphorylated. These studies indicated
that Skp2 expression was inversely correlated with p27
levels and that both Skp2 levels and the different extent
of T187 phosphorylation of p27 may contribute to
determine p27 expression in thyroid cancer cells.
Since the reduction in p27 protein is brought about
by ubiquitin–proteasome-mediated degradation, we
also examined p27 degradation activity in these tissues.
We compared the ability of proteasome extracts
deriving from three different ATCs (that showed high
levels of Skp2 protein) to degrade recombinant p27 in
an in vitro degradation assay with that of two different
PTCs with low Skp2 expression. Extracts from ATC
showed higher p27 degradation activity in agreement
with the very low level of p27 protein expression;
conversely, extracts from PTC showed much lower
p27 degrading activity (compare kinetics of p27
degradation rate in nos. 8 and 14 in Fig. 4D).
Subsequently, we investigated the molecular
mechanisms whereby the expression of the Skp2
protein occurred in thyroid carcinomas. To this aim,
we performed semiquantitative PCR analysis on RNA
extracted from three normal thyroid tissues and 42
thyroid tumours (3 GT, 6 FA, 8 FTC, 16 PTC and 9
ATC). In a preliminary study, we determined the
linearity of the PCR amplification and set the ideal
conditions for Skp2 semiquantitative detection at 24
cycles. RT-PCR products were separated onto 1.2%
agarose gels, transferred to nylon membranes and
hybridized with a Skp2-specific probe. At this number
of cycles, we found very low Skp2 mRNA expression
in 3 out of 3 normal thyroid tissues and in 3 out of 3
GTs, in 4 out of 6 FAs; in contrast, 12 out of 16 PTCs, 5
out of 8 FTCs and 8 out of 9 ATCs showed consistent
levels of Skp2 mRNA expression, confirming
expression of Skp2 at the transcriptional level.
Figure 3C shows an example of the semiquantitative
PCR results, using actin primers as internal control of
Skp2 expression. Similar results were obtained by
Q-RT-PCR (not shown). As in cell lines, we found a
significant relationship between Skp2 mRNA and
protein levels also in primary tumours.
Subsequently, to determine whether the observed
increased expression of Skp2 could be ascribed to gene
amplification at 5p13, we examined the amplification
status of the Skp2 gene in the same samples analysed
for protein and mRNA expression. Therefore, we
performed Q-PCR on genomic DNA extracted from 23
thyroid tumours (nine PTCs, six FTCs and eight ATCs)
using normal human lymphocytes as control. As with
cell lines, the DNA copy number of the Skp2 gene waswww.endocrinology-journals.orgconsidered to be increased when the values obtained by
Q-PCR analysis with the Skp2 primers, were greater
than twofold the value obtained for normal diploid
human lymphocytes. We found that, compared with
normal lymphocytes, six out of eight ATCs, one out of
nine PTCs and one out of six FTCs showed Skp2 gene
increased copy number (Fig. 3D). DNA amplification
at 5p13 was also evaluated by performing FISH
analysis on ten cases as described in Materials and
Methods. FISH analysis demonstrated that the copy
number of the Skp2 gene was increased in all three
ATCs analysed. Conversely, gain of chromosome 5p13
was observed only in one out of five PTCs and in one
out of two FTCs (see Fig. 3E for a representative case).
Therefore, our data suggest that gene amplification of
the Skp2 locus at 5p13 represents a common event in
ATC and may account for the observed increased
expression of Skp2 mRNA and protein frequently
observed in these tumours.Skp2 is necessary for p27 degradation and cell
proliferation in ATC cells
To determine the effects exerted by the block of Skp2
expression on p27 expression and cell proliferation in
ATC cells, we made use of antisense technology. FRO
and ARO cells were transfected with Skp2 antisense or
control oligonucleotides (200 nM). After 48 h, cells
were incubated with 10 mM BrdU for 2 h and processed
for western blot and indirect immunofluorescence. As
shown in Fig. 5A, we were able to reduce Skp2
expression byO70% in ARO cells and almost 90% in
FRO cells, whereas the same dose of control sequence-
scrambled oligonucleotides (Fig. 5A and C) had no
effect on the cellular levels of Skp2. In parallel with the
decrease in Skp2 expression, the treatment of ATC cells
with anti-Skp2 antisense oligonucleotides induced a
marked induction of p27 protein levels. Such increase in
p27 levels in AS-treated WRO cells results in increased
binding of p27 to CDK2 and decreased activity of the
kinase using the histone H1 as substrate (not shown).
Finally, we found that the capacity to incorporate
BrdU of ARO and FRO cells was markedly reduced in
cells that were administered antisense oligonucleotides
(Fig. 5B, AS) compared with untransfected (Fig. 5B,
C1), mock-transfected ATC cells (Fig. 5B, C2) or cells
transfected with control oligonucleotides (Fig. 5B, C3).
Similar results were observed when cells were
analysed after 24 and 48 h of treatment. Figure 6C
shows a representative BrdU incorporation experi-
ment. The results derived from antisense experiments
pointed to a prominent role of Skp2 in the proliferative
potential of ATC cells.413
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Figure 5 Suppression of Skp2 protein expression inhibits proliferation of human ATC cells. To suppress the expression of SKP2 in
ATC cells, ARO and FRO cells were plated onto glass coverslips in DMEM containing 10% FBS and then transfected with SKP2
antisense or scrambled control oligonucleotides with oligofectamine. After 24 and 48 h, cells were incubated with 10 mM BrdU and
processed for western blot (A) or indirect immunofluorescence (B and C). A. Western blot analysis of cyclin SKP2 expression in the
presence of control or anti-SKP2 antisense oligonucleotides. C1, untransfected cells; AS, anti-Skp2 oligonucleotide-transfected
cells; C2, mock-transfected cells; C3, cells transfected with an oligonucleotide of scrambled sequence. B. Graphs indicate the
percentage of BrdU-positive cells. BrdU-positive cells were evidentiated using FITC-conjugated secondary antibodies. C. A
representative BrdU incorporation experiment. Magnification, 63!.
G Chiappetta et al.: SKP2 in thyroid cancerSkp2 promotes cell in proliferating thyroid
carcinoma cells
To further investigate the role played by Skp2 in the
control of thyroid cell cycle progression, we transfected
WRO cells with a plasmid that carry the cDNA encoding
human Skp2 cDNA. Transfected cells were selected in
G418-containing medium and several WRO-neo and
WRO-Skp2 clones were isolated and expanded. The
presence of the exogenous Skp2 protein in transfected
cells was detected by western blot analysis (Fig. 6A).
Two different WRO-neo (cl.2 and cl.9) and three414different WRO-Skp2 (cl.3, cl.5 and cl.17) clones were
selected for biological studies. Since the same data were
obtained with the three clones in all our experiments, we
will refer to them as ‘WRO or WRO-Skp2 cells’. As
expected, forced expression of Skp2 protein in WRO
cells promoted increased binding to T187-phosphory-
lated p27 (not shown) and reduced p27 levels (Fig. 6A).
We investigated whether the constitutive expression
of Skp2 modified specific proliferative parameters of
thyroid cells, including proliferation rate, serum
requirement and contact inhibition of WRO cells.www.endocrinology-journals.org
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To this aim, WRO or WRO-Skp2 cells were plated
onto glass coverslips and, after allowing cells to attach
for 24 h in complete medium, the medium was changed
and the cells were grown in DMEM containing 10, 5, 1
and 0.1% FBS for further 24 h, incubated with 10 mM
BrdU and processed for indirect immunofluorescence.
As shown in the graphs of Fig. 6B that indicate the
percentage of BrdU-positive cells, BrdU incorporation
of WRO-Skp2 cells was higher than that of parental
WRO and WRO-neo cells. This effect was more
evident for cells grown in serum as low as 1 and 0.1%.
Figure 6B reports a representative experiment.
Although BrdU incorporation is a good measure of
the rate of DNA synthesis, it does not measure cell
division. To further characterize the effect of Skp2
overexpression on the proliferative potential of thyroid
cancer cells, we measured the growth rates of parental
and Skp2-transfected WRO cells in low or high serum
content. WRO and WRO-Skp2 cells were plated in
DMEM supplemented with 1% (low serum) or 10%
(high serum) serum and counted daily for 6 days. A
representative experiment of three is reported in
Fig. 6C. As shown in the figure, the growth rate of
WRO-Skp2 cells was higher compared with parental
WRO cells, especially when grown in low serum-
containing medium. Moreover, when grown at
confluence, WRO-Skp2 cells incorporated more
BrdU compared with WRO cells, which suggested
that Skp2 relieved the growth arrest induced by high-
density culturing in WRO cells (Fig. 6D).
Skp2 interacts with several cell cycle regulatory
proteins (Zhang et al. 1995, Patton et al. 1998,
Sutterluty et al. 1999, Philipp-Staheli et al. 2001). To
determine whether the stimulation of proliferation
induced by overexpression of Skp2 in WRO cells was
entirely mediated by the reduction of p27 levels, we
silenced p27 expression using lentiviral-transduced
shRNA to p27 both in confluent and proliferating
WRO cells. Although interference with p27 expression
was complete in both confluent and proliferating WRO
cells (not shown), we observed a partial but
reproducible increase in the BrdU uptake of transduced
confluent WRO cells compared with untransduced
WRO cells or transduced with Mission non-target
control transduction virus (Sigma SHC002V; Fig. 6D).
This proliferative effects induced by interfering with
p27 expression were observed only in confluent but not
in proliferating WRO cells (Fig. 6D). These findings
suggest that the effect on the proliferation of WRO
cells exerted by Skp2 was mediated only in part by the
control of p27 expression and that the regulation of
other cell cycle regulatory proteins by Skp2 mustwww.endocrinology-journals.orgcontribute to thyroid cancer cell proliferation,
especially in proliferating cells.
In summary, these data indicate that Skp2 can act as
a rate-limiting factor for G1/S transition in cultured
thyroid cancer cells and its unrestrained expression
removes the serum dependency constraint and impairs
contact inhibition-induced G1 arrest.Discussion
Here, we demonstrate that Skp2 protein is over-
expressed in w37% of surgically resected specimens
from thyroid cancer patients. Interestingly, we found
that Skp2 is significantly overexpressed in carcinomas
but not in goitres or adenomas. Among malignant
cancers, poorly differentiated carcinomas exhibit
significantly higher levels of Skp2 protein compared
with well-differentiated carcinomas of both follicular
and papillary histotypes. These results are in agreement
with previous studies that have shown Skp2 over-
expression in different cancerous tissues (23–30), with
a striking correlation between Skp2 overexpression
and grade of malignancy, lymph node metastasis and
poor prognoses (Gstaiger et al. 2001, Hershko et al.
2001, Kudo et al. 2001, Latres et al. 2001, Chiarle et al.
2002, Masuda et al. 2002, Signoretti et al. 2002, Li
et al. 2004), and shed light on the molecular alterations
that occur during thyroid carcinogenesis.
Skp2 is the substrate-recognizing subunit of an
ubiquitin ligase named SCF complex (Deshaies 1999),
and p27 is the target for ubiquitination and subsequent
proteolysis by SCFSkp2 (Sutterluty et al. 1999,
Slingerland & Pagano 2000, Philipp-Staheli et al.
2001). It is well known that reduced expression of p27
is frequently found in various cancers and correlated
with poor survival of cancer patients (Slingerland &
Pagano 2000, Philipp-Staheli et al. 2001). Cancer cells
express low levels of p27 because of its decreased
stability (Slingerland & Pagano 2000, Philipp-Staheli
et al. 2001). Although some studies have proposed that
the reduced stability of p27 protein observed in human
cancer could be due to increased levels of Skp2, the
detailed mechanism of abnormal degradation of p27
protein in cancer cells is still unclear.
Different groups including ours have previously
reported that a substantial fraction of thyroid cancer
presented reduced p27 expression (Erickson et al.
1998, Baldassarre et al. 1999, Tallini et al. 1999, Motti
et al. 2005) and, most importantly, this was correlated
with lymph node involvement and the presence of
distant metastasis (Erickson et al. 1998, Kondo et al.
2006). In a recent study, we found that in more than
two-third of the thyroid cancer samples analysed, the415
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Figure 6 Skp2 promotes proliferation of thyroid cancer cells. (A) Effects of adoptive Skp2 expression on the growth rate of thyroid
cancer cells. A. Skp2 and p27 expression in WRO and WRO-Skp2 (Cl.5 and Cl.13) cells. (B) WRO and WRO-Skp2 (Cl.5 and Cl.13)
cells were plated onto glass coverslips in complete DMEM and, after 24 h, the medium was replaced with DMEM containing 10, 5, 1
and 0.1% FBS for further 24 h. Subsequently, cells were incubated with 10 mM BrdU and processed for indirect immunofluorescence.
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reduction in the levels of p27 protein was not
accompanied by a parallel reduction in the levels of
the corresponding mRNA; conversely, tumours with
low levels of p27 protein presented high rate of p27
degradative activity (Motti et al. manuscript in
preparation). In the present study, we further extend
these data and report that the enhanced degradation of
p27 protein observed in thyroid cancer can be
attributed to Skp2 overexpression. In fact, immuno-
histochemistry and immunoblot analysis demonstrated
an inverse correlation between Skp2 and p27
expression (nZ68; P!0.05). Thyroid tissue speci-
mens presented three major patterns of Sp2/p27
expression: low p27 and high Skp2 levels in 26%
of tumours, high p27 and low Skp2 levels in 35% of
tumours and low Skp2 and p27 levels in 20% of
tumours. Of note, only few cases expressed both high
levels of Skp2 and p27. Accordingly, thyroid cancer
cell lines and tissues that showed high levels of Skp2
protein presented high p27 degradation activity. The
role of Skp2 in the regulation of p27 in thyroid cancer
cells was further demonstrated by in vitro experiments
with cultured model systems. Forced expression of
Skp2 in WRO cells drastically reduced p27 expression
and, in contrast, antisense oligonucleotide mediated
suppression of Skp2 expression in two ATC cell lines
(ARO and FRO) resulted in enhanced levels of p27
protein. These results suggest that the reduction in p27
protein at least in some thyroid cancer cases may be
brought about by high Skp2-mediated degradation.
Moreover, the existence of some thyroid cancer
cases that showed low expression of Skp2 and p27
implied that other systems might also regulate p27
protein expression. Recent studies showed that CDK
subunit 1 (Cks1) was required for the ubiquitination of
p27 by bridging Skp2 and its substrate, p27, in vivo and
in vitro (Ganoth et al. 2001, Spruck et al. 2001). On the
other hand, p27 degradation may be accomplished
through Skp2-independent mechanisms (Hara et al.
2001, Kamura et al. 2004).
The mechanism for the overexpression of Skp2 in
most cancer is still unknown, though amplification of
the Skp2 locus was found in some tumours (lung,
bladder and glioblastoma; Yokoi et al. 2002, 2004,
Sanada et al. 2004, Saigusa et al. 2004, Coe et al. 2005,Graphs indicate the percentage of BrdU-positive cells. (C) Growth rate
content. WRO and WRO-Skp2 (Cl.5 and Cl.13) cells were plated in DM
and counteddaily for 6 days.A representative experimentof three is rep
onto glass coverslips in complete DMEM, at!25% (low density) orO
Cells were fixed in 4% paraformaldehyde and permeabilized with 0.2%
conjugated secondary antibodies. Cell nuclei were identified by Hoec
epifluorescent microscope. (E) A representative BrdU incorporation e
www.endocrinology-journals.orgOhno et al., 2005). In the work reported here, we
showed that Skp2 was amplified in at least three out of
six thyroid cancer-derived cell lines and in a significant
fraction (35%) of primary thyroid carcinomas ana-
lysed, in particular ATC, providing evidence that
amplification of the Skp2 locus at 5p13 represents one
of the mechanisms capable of enhancing Skp2
expression in thyroid cancer. It is of note that our
results confirm cytogenetic data indicating that gain of
part or of the entire short arm of chromosome 5, where
the Skp2 gene maps, frequently occur in PTC, Hurthle
carcinomas and ATC (Hemmer et al. 1999, Wada et al.
2002, Foukakis et al. 2005). However, other
mechanisms must be involved in the dysregulation of
Skp2 expression in thyroid cancer, since our results
indicate that a fraction of thyroid carcinomas over-
expresses Skp2 mRNA and protein in the absence of
gene amplification of the Skp2 locus. Accordingly, it
has been suggested that the expression of Skp2 protein
may be regulated at post-transcriptional level (Bashir
& Pagano 2004, Wei et al. 2004).
To investigate the effect of Skp2 in the proliferative
activity of ATC cells, we made use of an antisense
strategy. Transfection of an antisense oligonucleotide
(AS) into cultured FRO and ARO cells decreased Skp2
protein levels and suppressed the growth of ATC cells
in vitro by inhibiting the degradation of p27 via the
ubiquitin–proteasome pathway. Conversely, AS treat-
ment had no significant effect on cell viability during
24–70 h after transfection (not shown). In contrast,
Skp2 transfection resulted in the promotion of
proliferation in thyroid cancer cells that expressed
low levels of Skp2. Forced expression of Skp2 in WRO
cells circumvented serum dependency and contact
inhibition, allowing WRO cells to cycle also in the
presence of 1% of serum and in conditions of high
density. Taking into account, our results of the inverse
correlation between Skp2 and p27 in primary thyroid
cancer tissues and cell lines and the observation
that Skp2-overexpressors presented increased p27
degrading activity, the promotion of proliferation
activity by Skp2 transfection into thyroid cancer cells
may be attributable to p27 degradation following Skp2
overexpression. However, it is likely that different cell
cycle regulatory proteins which are targeted by Skp2s of parental and Skp2-transfected WRO cells in low or high serum
EM supplemented with 1% (low serum) or 10% (high serum) FBS
orted. (D) WROandWRO-Skp2 (Cl.5 andCl.13)cells were plated
80% (high density) and allowed to grow as described in the text.
Triton X-100. BrdU-positive cells were evidentiated using FITC-
hst staining. Fluorescence was visualized with a Zeiss 140
xperiment. Magnification, 100!.
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may contribute to thyroid cancer cell proliferation,
since depletion of p27 in WRO cells only partially
mimick the effects exerted by Skp2 cell proliferation.
Taken together, our findings are consistent with the
current opinion indicating that Skp2 is an oncogene
(Nakayama et al. 2000), regulating proliferation rate,
resistance to apoptosis and higher potential for
invasiveness, and motility in different carcinoma
cells. In conclusion, these findings indicate that Skp2
may play an important role for the development of
thyroid cancer, and that Skp2 overexpression could
modulate the malignant phenotype of thyroid carci-
noma, possibly by regulating the p27 protein level.
However, it must be noted that in a certain fraction of
thyroid carcinomas, p27 expression is not reduced
(Erickson et al. 1998, Baldassarre et al. 1999, Tallini
et al. 1999, Motti et al. 2005). Therefore, in these case
mechanisms other than Skp2-dependent degradation of
p27, such as sequestration into cyclin D/CDK
complexes (Baldassarre et al. 1999) or phosphoryl-
ation-dependent cytoplasmic relocalization of p27
(Baldassarre et al. 1999, Vasko et al. 2004, Motti
et al. 2005) have been proposed to contribute to
inactivate p27 function.Acknowledgements
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Molecular characterisation of a common SDHB deletion in paraganglioma patients. 
 
Cascón A, Landa I, López-Jiménez E, Díez-Hernández A, Buchta M, Montero-Conde C, 
Leskelä S, Leandro-García LJ, Letón R, Rodríguez-Antona C, Eng C, Neumann HP, 
Robledo M. 
 
BACKGROUND: Hereditary susceptibility to familial paraganglioma syndromes is mainly due 
to mutations in one of six genes, including three of the four genes encoding the subunits of 
the mitochondrial succinate dehydrogenase complex II. Although prevalence, penetrance 
and clinical characteristics of patients carrying point mutations affecting the genes encoding 
succinate dehydrogenase have been well studied, little is known regarding these clinical 
features in patients with gross deletions. Recently, we found two unrelated Spanish families 
carrying the previously reported SDHB exon 1 deletion, and suggested that this 
chromosomal region could be a hotspot deletion area. METHODS: We present the 
molecular characterisation of this apparently prevalent mutation in three new families, and 
discuss whether this recurrent mutation is due either to the presence of a founder effect or to 
a hotspot. RESULTS: The breakpoint analysis showed that all Iberian Peninsular families 
described harbour the same exon 1 deletion, and that a different breakpoint junction 
segregates in an affected French pedigree. CONCLUSIONS: After haplotyping the SDHB 
region, we concluded that the deletion detected in Iberian Peninsular people is probably due 
to a founder effect. Regarding the clinical characteristics of patients with this alteration, it 
seems that the presence of gross deletions rather than point mutations is more likely related 
to abdominal presentations and younger age at onset. Moreover, we found for the first time a 
patient with neuroblastoma and a germline SDHB deletion, but it seems that this paediatric 
neoplasia in a pheochromocytoma family is not a key component of this disease. 
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Cytochrome P450 3A5 is highly expressed in normal prostate cells but absent in 
prostate cancer. 
 
Leskelä S, Honrado E, Montero-Conde C, Landa I, Cascón A, Letón R, Talavera P, Cózar 
JM, Concha A, Robledo M, Rodríguez-Antona C. 
 
Testosterone is essential for the growth and function of the luminal prostate cells, but it is 
also critical for the development of prostate cancer, which in the majority of the cases 
derives from luminal cells. Cytochrome P450 3A (CYP3A) enzymes hydroxylate testosterone 
and dehydroepiandrosterone to less active metabolites, which might be the basis for the 
association between CYP3A polymorphisms and prostate cancer. However, it is unknown 
whether the CYP3A enzymes are expressed at relevant levels in the prostate and which 
polymorphisms could affect this tissue-specific CYP3A activity. Thus, we measured 
CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, and CYP3A43 mRNA in 14 benign prostatic hyperplasias and 
ten matched non-tumoral/tumoral prostate samples. We found that CYP3A5 mRNA in non-
tumoral prostate tissue was 10% of the average amount of liver samples, whereas the 
expression of the other CYP3A genes was much lower. Similarly to liver, CYP3A5*3 
polymorphism decreased CYP3A5 mRNA content 13-fold. CYP3A5 protein was detected in 
non-tumoral prostate microsomes by western blot, and immunohistochemistry (IHC) 
localized CYP3A5 exclusively in the basolateral prostate cells. In contrast to the normal 
tissue, IHC and RT-PCR showed that tumoral tissue lacked CYP3A5 expression. In 
conclusion, prostate basolateral cells express high levels of CYP3A5 which dramatically 
decrease in tumoral tissue. This finding supports an endogenous function of CYP3A5 related 
to the metabolism of intra-prostatic androgens and cell growth, and that polymorphisms 
affecting CYP3A5 activity may result in altered prostate cancer risk and aggressiveness. 
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Association study of 69 genes in the ret pathway identifies low-penetrance loci in 
sporadic medullary thyroid carcinoma. 
 
Ruiz-Llorente S, Montero-Conde C, Milne RL, Moya CM, Cebrián A, Letón R, Cascón A, 
Mercadillo F, Landa I, Borrego S, Pérez de Nanclares G, Alvarez-Escolá C, Díaz-Pérez JA, 
Carracedo A, Urioste M, González-Neira A, Benítez J, Santisteban P, Dopazo J, Ponder BA, 
Robledo M; Medullary Thyroid Carcinoma Clinical Group. 
 
 
To date, few association studies have been done to better understand the genetic basis for 
the development of sporadic medullary thyroid carcinoma (sMTC). To identify additional low-
penetrance genes, we have done a two-stage case-control study in two European 
populations using high-throughput genotyping. We selected 417 single nucleotide 
polymorphisms (SNP) belonging to 69 genes either related to RET signaling 
pathway/functions or involved in key processes for cancer development. TagSNPs and 
functional variants were included where possible. These SNPs were initially studied in the 
largest known series of sMTC cases (n = 266) and controls (n = 422), all of Spanish origin. 
In stage II, an independent British series of 155 sMTC patients and 531 controls was 
included to validate the previous results. Associations were assessed by an exhaustive 
analysis of individual SNPs but also considering gene- and linkage disequilibrium-based 
haplotypes. This strategy allowed us to identify seven low-penetrance genes, six of them 
(STAT1, AURKA, BCL2, CDKN2B, CDK6, and COMT) consistently associated with sMTC 
risk in the two case-control series and a seventh (HRAS) with individual SNPs and 
haplotypes associated with sMTC in the Spanish data set. The potential role of CDKN2B 
was confirmed by a functional assay showing a role of a SNP (rs7044859) in the promoter 
region in altering the binding of the transcription factor HNF1. These results highlight the 
utility of association studies using homogeneous series of cases for better understanding 
complex diseases.  
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Loss of the actin regulator HSPC300 results in clear cell renal cell carcinoma 
protection in Von Hippel-Lindau patients. 
 
Cascón A, Escobar B, Montero-Conde C, Rodríguez-Antona C, Ruiz-Llorente S, Osorio A, 
Mercadillo F, Letón R, Campos JM, García-Sagredo JM, Benítez J, Malumbres M, Robledo 
M. 
 
 
Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the most common malignant neoplasm of the 
kidney. The majority of hereditary and sporadic ccRCC cases are associated with germline 
and somatic mutations in the Von Hippel-Lindau gene (VHL), respectively. Gross deletions 
at the VHL locus can result either in ccRCC or in a mild clinical phenotype, with the absence 
of ccRCC development. Our goal in this study was to identify the molecular basis 
responsible for these differences in the clinical behavior in order to predict patients' 
phenotype. Using multiplex ligation-dependent amplification (MLPA), we identified and 
characterized gross VHL deletions in Spanish VHL families. A candidate gene related to this 
clinical association, HSPC300, was identified and depleted by RNA interference. It was 
possible to narrow the susceptibility region related to the mild clinical phenotype down to 
approximately 14 kb that included HSPC300 (C3orf10), a regulator of actin dynamics and 
cytoskeleton organization. Whereas 9 out of 10 families with ccRCC retained HSPC300 in 
the germline, loss of the HSPC300 locus was associated with mild clinical presentation of 
the disease in 6 out of 8 families. In fact, genetic depletion of HSPC300 resulted in 
cytoskeleton abnormalities and cytokinesis arrest in several tumor cell lines including ccRCC 
cells, suggesting that tumor cell proliferation was compromised in the absence of HSPC300. 
These clinical and functional data indicate a relevant function of HSPC300 in tumor cell 
progression, and suggest future therapeutic strategies based upon the inhibition of 
HSPC300 in renal cell carcinoma and possibly on other cancers. 
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Gross SDHB deletions in patients with paraganglioma detected by multiplex PCR: a 
possible hot spot? 
 
Cascón A, Montero-Conde C, Ruiz-Llorente S, Mercadillo F, Letón R,  Rodríguez-Antona C, 
Martínez-Delgado B, Delgado M, Díez A, Rovira A, Díaz JA, Robledo M. 
 
 
Pheochromocytoma and paraganglioma are rare neuroendocrine tumors that arise in the 
adrenal medulla and the extra-adrenal paraganglia, respectively. Inheritance of these tumors 
is mainly a result of mutations affecting the VHL, RET, NF1, and SDH genes. Germ-line 
mutations of the SDH genes have been found to account for nearly 10% of apparently 
sporadic cases. Nevertheless, alterations other than point mutations have not yet been well 
characterized. In this study, we investigated the frequency of gross SDH deletions in 24 
patients who tested negative for point mutations and had at least one of the recommended 
features for genetic testing. For this purpose, we used a technique that is easy to implement 
in the lab to specifically detect gross deletions affecting SDHB, SDHC, and SDHD. We 
identified 3 heterozygous SDHB deletions (3/24) in 3 independent cases with 
paraganglioma: 1 whole SDHB deletion and 2 deletions exclusively affecting exon 1. These 
latter mutations match the unique gross deletion previously reported, indicating this region 
could be a hot spot for gross SDHB deletions. It seems likely that these alterations can 
account for a considerable number of both familial and apparently sporadic paraganglioma 
cases. Although this is the first report describing the presence of gross deletions in patients 
with apparently sporadic paragangliomas, the extra-adrenal location of the tumor seems to 
constitute a determining factor for whether to include these patients in genetic testing for 
gross deletions in the SDHB gene. 
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Succinate dehydrogenase D variants do not constitute a risk factor for developing C 
cell hyperplasia or sporadic medullary thyroid carcinoma. 
 
Cascon A, Cebrian A, Pollan M, Ruiz-Llorente S, Montero-Conde C, Leton R,Gutierrez R, 
Lesueur F, Milne RL, Gonzalez-Albarran O, Lucas-Morante T, Benitez J, Ponder BA, 
Robledo M. 
 
Medullary thyroid carcinoma (MTC) is a tumor that arises from parafollicular cells of the 
thyroid gland. MTC can occur sporadically (75%) or as part of inherited cancer syndromes 
(25%). In most cases, hereditary MTC evolves from preneoplastic C cell hyperplasia (CCH), 
so early detection of this pathology would evidently be critical. A recent study reports that 
alterations in succinate dehydrogenase (SDH) D are responsible for familial non-RET CCH. 
First, we studied SDHD in two families with hereditary non-RET CCH and found no 
alterations related to the inheritance of this disease. Then, we investigated whether the 
H50R variant could be a risk factor in the sporadic development of MTC in both Spanish and 
English patients. We found no evidence that the presence of the H50R is strongly associated 
with the risk of sporadic MTC, although we did observe an association with age at diagnosis 
of MTC in Spanish H50R carriers that we did not find in English patients. Finally, we looked 
for evidence of CCH or any other thyroid disease in a panel of germ-line SDH (B or D) 
mutation carriers and found none. We conclude that SDHD variants do not constitute a risk 
factor for developing CCH or sporadic MTC. 
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A novel candidate region linked to development of both pheochromocytoma and 
head/neck paraganglioma. 
 
Cascón A, Ruiz-Llorente S, Rodríguez-Perales S, Honrado E, Martínez-Ramírez A, Letón R, 
Montero-Conde C, Benítez J, Dopazo J, Cigudosa JC, Robledo M. 
 
Although the histologic distinction between pheochromocytomas and head and neck 
paragangliomas is clear, little is known about the genetic differences between them. To date, 
various sets of genes have been found to be involved in inherited susceptibility to developing 
both tumor types, but the genes involved in sporadic pathogenesis are still unknown. To 
define new candidate regions, we performed CGH analysis on 29 pheochromocytomas and 
on 24 paragangliomas mainly of head and neck origin (20 of 24), which allowed us to 
differentiate between the two tumor types. Loss of 3q was significantly more frequent in 
pheochromocytomas, and loss of 1q appeared only in paragangliomas. We also found gain 
of 11q13 to be a significantly frequent alteration in malignant cases of both types. In addition, 
recurrent loss of 8p22-23 was found in 62% of pheochromocytomas (including all malignant 
cases) versus in 33% of paragangliomas, suggesting that this region contains candidate 
genes involved in the pathogenesis of this abnormality. Using FISH analysis on tissue 
microarrays, we confirmed genomic deletion of this region in 55% of pheochromocytomas 
compared to 12% of paragangliomas. Loss of 8p22-23 appears to be an important event in 
the sporadic development of these tumors, and additional molecular studies are necessary 
to identify candidate genes in this chromosomal region. 
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